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Resumen general

Las especies del género Fusarium poseen una gran diversidad genética,
distribuyéndose mundialmente en plantas, suelos y otros habitats, se caracterizan
por causar enfermedades en practicamente todos los cultivos de importancia
agronomica, ocasionando pérdidas de miles de millones de ddlares anualmente. En
México, las especies Fusarium mexicanum y F. pseudocircinatum son los agentes
causales de la enfermedad malformacion del mango (MMD), la principal enfermedad
del cultivo. A la fecha, F. mexicanum unicamente ha sido reportada en México, y es
la especie que prevalece en huertas y viveros comerciales de mango de la region
centro occidente. En un estudio llevado a cabo en zonas productoras de mango en
los estados de Colima y Michoacéan, se detectaron arboles de caoba de hoja grande
(Swietenia macrophylla, Meliaceae) con sintomas de malformacion. Malformaciones
presentes en estos arboles reducen drasticamente el valor estético y comercial de
la madera. Los arboles de caoba son considerados un recurso forestal importante
por el valor comercial de su madera. Recientemente el gobierno mexicano ha
provisto incentivos econdmicos para aumentar la produccién de especies
maderables de gran valor en el pais, incluyendo la caoba. S. macrophylla es de
origen neotropical y se distribuye de manera natural desde el centro de México, a
través de Ameérica Central, y hasta la parte sur de la cuenca del Amazonas en Bolivia
y Brasil. Sin embargo, la sobreexplotacion de la madera, ha reducido drasticamente
las poblaciones en los ultimos 60 afios y la preocupacion por su conservacion ha
resultado en la inclusion de la caoba en el Apéndice Il de la Convencion sobre el

Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Flora y Fauna Silvestres
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(CITES) en 2003. A pesar del interés en aumentar la produccion, poco es conocido
sobre los factores que impactan a este importante arbol. Varios hongos han sido
aislados de arboles de una especie relacionada, S. mahagoni (caoba de las Indias
Occidentales), algunos de los cuales se encontraron asociados con “agallas” o
‘escoba de bruja”; sin embargo, es desconocida la identidad de esos hongos. Los
objetivos de esta investigacion fueron caracterizar las especies de Fusarium que
estaban asociadas con la enfermedad malformacion de la caoba de hoja grande,
determinar las relaciones filogenéticas, determinar su patogenicidad y analizar la
diversidad genética de los aislados. Los sintomas de malformacion observados en
caoba para los cuatro sitios muestreados en Michoacdn, son similares a los
observados en la fase vegetativa de la malformacion de mango, incluido el
crecimiento compacto y agrupado de los brotes apicales y laterales con internodos
muy acortados y hojas pequefias que se curvan hacia el tallo de soporte. Mediante
analisis moleculares multilocus, de un total de 163 aislados que fueron recuperados
de tejidos sintométicos, la mayoria fueron identificados como Fusarium
pseudocircinatum (N = 121) y F. mexicanum (N = 39); dos aislados representaron
filoespecies sin nombre dentro del complejo de especies de F. incarnatum-equiseti
(FIESC 20-d y FIESC 37-a) y otro aislado se ubicé en el complejo de especies de
F. solani (FSSC 25-m). Sin embargo, solamente F. mexicanum y F.
pseudocircinatum causaron sintomas de malformacion en plantulas de caoba de 14
dias. Ademas, debido a que F. mexicanum es el principal agente causal de MMD,
la diversidad genética de aislados obtenidos de malformacion de mango y de caoba

fue determinada mediante un andlisis de secuencias internas repetidas simples
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(ISSR). Un total de 61 aislados de F. mexicanum fueron analizados, 32 de
malformacion de mango y 29 de malformacién de caoba. Inicialmente 14
oligonucleétidos ISSR fueron probados, seleccionandose cinco que generaron un
mayor numero de bandas polimdrficas. Las huellas genéticas obtenidas indicaron
que existe mayor diversidad genética entre los aislados provenientes de
malformacion de mango con respecto a los obtenidos de malformacion de caoba.
Cabe sefilar que una localidad mostr6 una diversidad alta dentro de los aislados de
mango. Por lo tanto, la diversidad genética es mas sensible al hospedante que a la
region geografica. Por ultimo, el andlisis del tipo de compatibilidad sexual (MAT)
indicé que en los aislados de malformacién de mango ambos idiomorfos MAT1-1y
MAT1-2 estuvieron presentes, mientras que en caoba sélo se presentdé MAT1-2. En
conjunto, los resultados indican que F. mexicanum y F. pseudocircinatum,
previamente reportados en México como agentes causales de la malformacion de
mango (MMD), también afectan a la caoba de hoja grande. Este es el primer reporte
de esta nueva enfermedad y es la primera vez que se ha demostrado que F.
mexicanum afecta un hospedante diferente al mango. Ademas, es la primera vez
gue se estudia la diversidad genética de F. mexicanum y los resultados resaltan la
necesidad de determinar si este patdégeno se esta reproduciendo sexualmente en

mango, lo cual es importante para el manejo de la enfermedad.

Palabras clave: B-tubulina, RPB1, TEF1, rADN, filogenia, ISSRs, Mating Types,

enfermedades de arboles tropicales, S. macrophylla, M. indica, escoba de brujas.
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Abstract

The species of the genus Fusarium possess a great genetic diversity, are
distributed worldwide in plants, soils and other habitats, and are characterized by
causing diseases in practically all crops of agronomic importance, causing losses of
billions of dollars annually. In Mexico, the species Fusarium mexicanum and F.
pseudocircinatum are the causal agents of the mango malformation disease (MMD),
the main disease of the crop. To date, F. mexicanum has been reported in Mexico
only, and is the species that prevails in commercial mango orchards and nurseries
in the central western region. In a study carried out in mango producing areas in the
states of Colima and Michoacan, big-leaf mahogany trees (Swietenia macrophylla,
Meliaceae) with symptoms of malformation were detected. Malformations present in
those trees drastically reduce their aesthetic and commercial value. Mahogany trees
are considered an important forest resource worldwide. Recently, the Mexican
government has provided economic incentives to increase the production of valuable
timber species in the country, including mahogany. S. macrophylla is of neotropical
origin and is distributed naturally from central Mexico, through Central America, and
to the southern part of the Amazon basin in Bolivia and Brazil. However,
overexploitation of its wood has drastically reduced populations in the last 60 years
and concern for its conservation has resulted in the inclusion of mahogany in
Appendix Il of the Convention on International Trade in Endangered Species of Wild
Fauna and Flora (CITES) in 2003. Despite the interest in increasing its production,
little is known about the factors that impact this important tree. Several fungi have

been isolated from trees of a related species, S. mahagoni (mahogany from the West
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Indies), some of which were found associated with "galls" or "witches' brooms";
however, the identity of these fungi is unknown. The objectives of this research were
to characterize the Fusarium species associated with mahogany malformation
disease, to determine phylogenetic relationships, to prove their pathogenicity and to
analyze their genetic diversity. Symptoms on big-leaf mahogany at four sites
sampled in Michoacan, resembled those of the vegetative phase of mango
malformation, including compact, bunched growth of apical and lateral buds with
greatly shortened internodes and small leaves that curved back towards the
supporting stem. Using molecular multilocus data, of a total of 163 isolates that were
recovered from symptomatic tissues, the majority were identified as Fusarium
pseudocircinatum (N = 121) and F. mexicanum (N = 39); two isolates represented
unnamed phylospecies within the species complex of F. incarnatum-equiseti (FIESC
20-d and FIESC 37-a) and another isolate was located in the species complex of F.
solani (FSSC 25-m). However, only F. mexicanum and F. pseudocircinatum induced
malformation symptoms on 14-day-old seedlings of big-leaf mahogany. In addition,
because F. mexicanum is the main causal agent of MMD, the genetic diversity of
isolates obtained from mango and mahogany malformations was analyzed using
Inter-Simple Sequence Repeat (ISSR). A total of 61 isolates of F. mexicanum were
used, 32 of mango malformation and 29 of mahogany malformation. Initially, 14
ISSR oligonucleotides were tested, selecting five oligonucleotides that generated the
greatest number of polymorphic bands. The genetic fingerprints indicated that there
is greater genetic diversity among isolates originated from mango malformation in

contrast to those obtained from mahogany malformation. It is important to mention
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that only mango isolates from one locality showed high diversity. Therefore, it seems
that genetic diversity is mainly influenced by the host, with influence by the
geographical region playing a secondary role in diversity. Finally, the analysis of
Mating Types (MAT) indicated that the isolates from mango malformation presented
both idiomorphs, MAT1-1 and MAT1-2, while in mahogany only MAT1-2 was
present. The results of this research indicated that F. mexicanum and F.
pseudocircinatum, previously reported in Mexico as causal agents of mango
malformation disease (MMD), also cause malformation disease on big-leaf
mahogany. This is the first report of this new disease and the first time F. mexicanum
was shown to affect a host other than mango. In addition, it is the first time that the
genetic diversity of F. mexicanum was studied and the results highlight the need to
determine if this pathogen is reproducing sexually in mango, which is important for

the management of the disease.

Key words: B-tubulin, RPB1, TEF1, rDNA, phylogeny, ISSRs, Mating Types, tropical

tree diseases, S. macrophylla, M. indica, witches brooms.
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Introduccion general
Especies de Fusarium causantes de enfermedades en cultivos agricolas

Las especies de Fusarium se encuentran entre los patégenos de mayor
importancia econdmica de cultivos agricolas a nivel mundial (Summerell et al.,
2010). Aproximadamente el 80% de las especies vegetales cultivadas presentan al
menos una enfermedad causada por Fusarium (Leslie y Summerell, 2006). La
diversidad de enfermedades incluyen pudricion de raices, coronas y tallos, cancros,
tizon de semillas y espigas, marchitez vascular (Summerell y Leslie, 2011) y
malformacion de brotes florales y vegetativos (Marasas et al., 2006), incluyendo
agallas (Ploetz y Freeman, 2009). La malformacién ha sido reportada para mango
(Mangifera indica L.) causada por varias especies de Fusarium (Marasas et al.,
2006).
Fusarium agente causal de la malformacion del mango

El mango es uno de los cultivos tropicales mas ampliamente cultivados a nivel
mundial (Raj et al., 2017). Los principales paises productores de mango son India,
China, Tailandia, Pakistan, México, Indonesia, Brasil, Bangladesh, Filipinas, Nigeria
y Egipto (FAOSTAT, 2017), en orden de mayor a menor. La enfermedad
malformacion del mango (MMD por sus siglas en inglés) se conoce desde finales
del siglo diecinueve en la India (Ploetz, 2001). En los inicios de la segunda mitad
del siglo XX, investigadores de ese pais demostraron que aislados de Fusarium
obtenidos de tejidos malformados de mango eran los agentes causales de la
enfermedad (Summanwar et al., 1966; Varma et al., 1974). Posteriormente, se

confirmé que la enfermedad es causada por varias especies del género Fusarium
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(Freeman et al., 1999; Ibrahim et al., 1975; Manicom, 1989; Ploetz y Gregory, 1993).
Los taxa de Fusarium reportados como causantes o asociados con sintomas de
malformacion del mango, presentan caracteristicas morfolégicas muy similares, por
lo que han sido agrupadas en el complejo de especies de Fusarium fujikuroi.

Las especies causantes de MMD son F. mangiferae Britz, M. J. Wingf. &
Marasas (Britz et al., 2002) reportada en Africa del Sur, China, Egipto, Espafia,
Florida (USA), India, Israel, Malasia, Oman y Sri Lanka (Freeman et al., 2014a); F.
sterilihyphosum Britz, Marasas & M. J. Wingf. detectado en Africa del Sur (Britz et
al., 2002) y Brasil (Lima et al., 2012); F. mexicanum T. Aoki, S. Freeman, Otero-
Colina, Rodriguez-Alvarado, Fernandez-Pavia, Ploetz & O’Donnell descrito en
México (Otero-Colina et al., 2010; Rodriguez-Alvarado et al., 2008); F. proliferatum
(Matsush.) Nirenberg ex Gerlach & Nirenberg reportado en China (Zhan et al.,
2010); F. tupiense Lima, Pfenning & Leslie inicialmente reportado en Brasil (Lima et
al., 2012) y posteriormente en Senegal (Senghor et al., 2012) y Espafa (Crespo et
al., 2016); y F. pseudocircinatum Nirenberg & O’'Donnell inicialmente reportado en
México (Freeman et al., 2014b) y posteriormente en Republica Dominicana (Garcia-
Lépez et al., 2016).

En México, la enfermedad se ha detectado en todas las zonas donde se
cultiva el mango (Prieto et al., 2005) y es la principal enfermedad del cultivo en
huertas comerciales, reduciendo los rendimientos hasta en un 70% (Noriega, 1996).
Estudios realizados en la regién centro occidente de México indican que F.

mexicanum es el patégeno prevalente ocasionando malformacion en huertas de
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mango (Betancourt-Resendes et al., 2012; Otero-Colina et al., 2010; Rodriguez-
Alvarado et al., 2012; Soto-Plancarte et al., 2015).
Caracterizaciéon de las especies de Fusarium causantes de MMD

Los caracteres morfolégicos que se utilizan para la identificacion de las
especies de Fusarium son principalmente la forma y tamafio de los macro y
microconidios, y la presencia o ausencia de clamidosporas (Leslie y Summerell,
2006; Kvas et al., 2009). Sin embargo, el uso de caracteres morfolégicos para
separar especies en este complejo no ha sido util, ya que son pocos los caracteres
utilizables (Kvas et al., 2009) y los taxa son similares morfolégicamente.

Por lo cual, los andlisis multilocus de secuencias de ADN han revolucionado
el conocimiento de la diversidad de especies y las relaciones filogenéticas dentro
del género Fusarium (Aoki et al.,, 2014). Asi, mientras que Gerlach y Nirenberg
(1982) describieron aproximadamente 80 especies usando caracteres morfolégicos;
en la actualidad, el uso del andlisis multilocus ha incrementado el namero de
especies de Fusarium aproximadamente a 300, agrupadas en 22 complejos (Aoki
et al., 2014, Laurence et al., 2015; Moussa et al., 2017).

El analisis filogenético de la secuencia del ADN que codifica para el gen factor
de elongacion 1-a (TEF1) ha sido una herramienta util para la identificacion de las
especies del género Fusarium. Las secuencias de este gen estan disponibles en el
GenBank y en la base de datos FUSARIUM-ID (Geiser et al., 2004). Otros genes
importantes que se han utilizado para realizar analisis filogenéticos son el gen de
beta tubulina (B-Tub) y los genes de la primera y segunda subunidades grandes de

la ARN polimerasa Il (RPB1 y RPB2), los cuales han mostrado ser eficientes para
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analizar las relaciones evolutivas de los taxa de Fusarium asociados a malformacion
(Skovgaard et al., 2001; Kim et al., 2005; Vitale et al., 2011).
Malformacion causada por Fusarium en otras especies vegetales en México

En un estudio llevado a cabo en los estados de Colima y Michoacan (Soto
Plancarte, 2013), se detectaron plantas silvestres y ornamentales de los géneros
Bursera, Senna, Swietenia y Tabebuia, con sintomas de malformacion. Los
resultados del estudio mostraron que Fusarium se encontraba asociado con los
tejidos malformados colectados.

La caoba de hoja grande (Swietenia macrophylla King) es una especie
vegetal maderable neotropical de alto valor comercial. El precio de la madera de
caoba registrado en 1995 fue de aproximadamente $700.00 ddlares por metro
cubico (Verissimo et al., 1995). En México, fue reportado un precio de
aproximadamente 5,000 pesos por metro cubico de madera de cedro y caoba en
aserraderos (CONAFOR, 2017). Debido a su alto valor la caoba es explotada de
forma intensiva y actualmente se ha llegado casi a su extincion en Ameérica Central
(Lemes et al., 2003).

Diversidad genética en fusaria causantes de malformacion

A pesar de la importancia de la enfermedad, poco es conocido sobre la
ecologia de los patégenos y su manejo efectivo. El estudio de la diversidad genética
de las poblaciones de un patdgeno provee ideas sobre su biologia y evolucion, con
lo cual se favorecen las estrategias para el manejo de la enfermedad (Milgroom y
Peever, 2003). Algunas de las herramientas genéticas y moleculares que han sido

empleadas de forma satisfactoria para analizar la diversidad genética de las
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especies de Fusarium causantes de MMD incluyen, los grupos de compatibilidad
vegetativa (GCV) (Lima et al., 2009; Crespo et al., 2016) y polimorfismos en la
longitud de fragmentos de restriccion (AFLP) para F. tupiense (Lima et al., 2009),
ADN polimorfico amplificado al azar (RAPD) (O'Donnell et al., 1998; Crespo et al.,
2016), secuencias internas repetidas simples (ISSR) para F. mangiferae (Liu et al.,
2014), y la identificacion de los idiomorfos de compatibilidad sexual realizados en F.
sterilihyphosum (Britz et al., 2002). Entre estos marcadores moleculares, los ISSR
generan bandas reproducibles debido a la longitud del oligonucle6tido utilizado y a
la elevada temperatura de alineamiento; mientras que los RAPD son una técnica
sencilla de realizar, pero con baja reproducibilidad y poder de discriminacion; los
AFLP tienen un alto poder en el andlisis de polimorfismos, pero la técnica es
laboriosa, requiere multiples pasos y el costo de los reactivos y del equipo es
elevado (Akbari et al., 2018). A la fecha, en F. mexicanum la diversidad genética
Unicamente ha sido estudiada empleando GCV (Betancourt-Resendes et al., 2010;
Gonzalez Jiménez et al., 2012; Rodriguez-Alvarado et al., 2012), detectandose
solamente cinco GCV en huertas comerciales de mango en los estados de Colima,
Jalisco y Michoacéan, lo cual indicé una baja diversidad genética, sugiriendo que el
patdégeno se encuentra como poblaciones clonales. Sin embargo, en esos estudios
Unicamente se utilizaron 34 aislados. Estudios adicionales sobre diversidad genética

y estructura de poblaciones de F. mexicanum deben ser realizados.
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Justificacion
Conocer la diversidad genética y la filogenia de las especies de Fusarium de la
region centro-occidente de México, causantes de malformacién en cultivos de
interés agronomico y maderable como son el mango (Mangifera indica) y la caoba
(Swietenia macrophylla), contribuira al manejo de la enfermedad.
Hipotesis
Los aislados de Fusarium obtenidos de malformacion de caoba (S. macrophylla)
son filogenéticamente idénticos a los aislados de malformacion de mango (M.
indica) y son capaces de causar malformacion en condiciones de invernadero.
Existe diversidad genética entre los aislados de Fusarium obtenidos de
malformacion de caoba y los de malformacion de mango.
Objetivo general
Caracterizar los aislados de Fusarium obtenidos de malformacion de caoba,
determinar las relaciones filogenéticas, la patogenicidad y su diversidad genética.
Objetivos especificos
1. Identificar las especies de Fusarium asociadas a malformacién de caoba.
2. Analizar las relaciones filogenéticas de los aislados de Fusarium obtenidos
de malformacion de caoba.
3. Determinar la patogenicidad de las especies de Fusarium obtenidas de
malformacion de caoba en plantulas de caoba producidas en invernadero.

4, Analizar la diversidad genética de los aislados de Fusarium provenientes de

malformacion de caoba.
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A novel disease of big-leaf mahogany caused by two Fusarium species in
Mexico. (Una nueva enfermedad de caoba de hoja grande causada por dos

especies de Fusarium en México)

R. Santillan-Mendoza, S. P. Fernandez-Pavia, Laboratorio de Patologia Vegetal,
IIAF, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH), Km. 9.5 Carr.
Morelia-Zinapécuaro, Michoacan 58880, Meéxico; K. O’Donnell, Mycotoxin
Prevention and Applied Microbiology Research Unit, USDA-ARS, National Center
for Agricultural Utilization Research, Peoria, IL 61604; R. C. Ploetz, Department of
Plant Pathology, Tropical Research and Education Center, University of Florida,
18905 SW 280th Street, Homestead 33031-3314; R. Ortega-Arreola, Campo
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y Pecuarias (INIFAP), Tecoméan, Colima 28100, México; G. Vazquez-Marrufo,
Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia, FMVZ, UMSNH, Km. 9.5
Carr. Morelia-Zinapécuaro, Michoacan 58880, México; J. Benitez-Malvido, Instituto
de Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad, Universidad Nacional
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Resumen

Santillan-Mendoza, R., Fernandez-Pavia, S. P., O’'Donnell, K., Ploetz, R. C., Ortega-
Arreola, R., Vazquez-Marrufo, G., Benitez-Malvido, J., Montero-Castro, J. C., Soto-
Plancarte, A, Rodriguez-Alvarado, G. 2018. Una nueva enfermedad de caoba de
hoja grande causada por dos especies de Fusarium en México. Plant Dis. La
caoba de hoja grande, Swietenia macrophylla, es una planta valiosa debido a la
calidad superior de su madera y a su uso ornamental en areas urbanas en México.
Durante investigaciones en zonas productoras de mango en la regién centro
occidente de México, fueron observados en arboles de caoba de hoja grande
sintomas de malformacion, la enfermedad mas importante del mango en el area.
Los objetivos de esta investigacion fueron describir esta enfermedad nueva y
determinar su causa. Los sintomas en caoba de hoja grande en cuatro sitios en
Michoacan, México, son parecidos a los que se presentan en la fase vegetativa de
la malformacion del mango, incluyendo el crecimiento agrupado y compacto de las

yemas apicales y laterales, con entrenudos severamente acortados y hojas
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pequefias enrolladas hacia atras. De los 163 aislados que fueron recuperados de
tejidos sintomaticos, la mayoria fueron identificados como Fusarium
pseudocircinatum (N = 121) y F. mexicanum (N = 39) usando datos moleculares;
dos aislados representaban filoespecies sin nombre dentro del complejo de
especies de F. incarnatum-equiseti (FIESC 20-d y FIESC 37-a) y otro aislado se
ubico en el complejo de especies de F. solani (FSSC 25-m). Sin embargo, solamente
F. mexicanum y F. pseudocircinatum indujeron sintomas de malformacion en
plantulas de 14 dias de edad de caoba de hoja grande. Los resultados indican que
F. mexicanum y F. pseudocircinatum, previamente reportados en México como
agentes causales de la malformacion de mango (MMD), también afectan a la caoba
de hoja grande. Este es el primer reporte de esta enfermedad nueva y la primera
vez que se ha mostrado que F. mexicanum afecta un hospedante diferente al

mango.

Palabras clave: ISSRs, B-tubulina, RPB1, TEF1, rADN, filogenia, enfermedades de

arboles tropicales, Swietenia macrophylla.

Antecedentes

La malformacion es una de las enfermedades mas importantes del mango,
Mangifera indica L., en el ambito mundial (Ploetz, 2001). La enfermedad
malformacion del mango (MMD) afecta partes vegetativas del arbol y, a través del
impacto que tiene en las flores, reduce el establecimiento y rendimiento de frutos
(Ploetz y Freeman, 2009). La enfermedad es causada por diversas especies en el
complejo de especies de F. fujikuroi (FFSC) (O’Donnell et al., 1998). Estas especies

incluyen a F. mangiferae Britz, M. J. Wingf. & Marasas (Britz et al., 2002) reportada
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en China, Egipto, Florida (USA), India, Israel, Malasia, Oman, Africa del Sur,
Espafa, y Sri Lanka (Freeman et al., 2014a); F. sterilihyphosum Britz, Marasas &
M. J. Wingf. detectado en Africa del Sur (Britz et al., 2002) y Brasil (Lima et al.,
2012); F. mexicanum T. Aoki, S. Freeman, Otero-Colina, Rodriguez-Alvarado,
Ferndndez-Pavia, Ploetz & O’Donnell descrito en México (Otero-Colina et al., 2010;
Rodriguez-Alvarado et al., 2008); F. proliferatum (Matsush.) Nirenberg ex Gerlach
& Nirenberg reportado en China (Zhan et al., 2010); F. tupiense Lima, Pfenning &
Leslie inicialmente reportado en Brasil (Lima et al., 2012), y posteriormente en
Senegal (Senghor et al., 2012) y Espafa (Crespo et al., 2016); y F.
pseudocircinatum Nirenberg & O’Donnell inicialmente reportado en México
(Freeman et al., 2014b) y posteriormente en Republica Dominicana (Garcia-Lépez
et al., 2016). Los sintomas foliares y vegetativos que son inducidos en mango por
estas especies son similares (Cohen et al., 2017). Los sintomas incluyen
deformacion de paniculas florales con ejes primarios y secundarios acortados, un
incremento en el nimero de flores masculinas y flores hermafroditas estériles, y
entrenudos acortados con hojas pequefias quebradizas (Ploetz y Freeman, 2009).

A la fecha, solamente F. mexicanum y F. pseudocircinatum han mostrado ser
los agentes causales de MMD en México, aunque otras especies han sido aisladas
de tejidos malformados (Otero-Colina et al., 2010). Fusarium mexicanum,
representado por unos pocos linajes clonales, fue el mas prevalente en huertas de
mango Yy viveros comerciales de mango en la region centro occidente del pais
(Betancourt-Resendes et al., 2012; Otero-Colina et al., 2010; Rodriguez-Alvarado

et al., 2012; Soto-Plancarte et al., 2015). A pesar de la importancia de MMD en
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México, se conoce poco sobre la ecologia de los patbgenos y métodos de manejo
efectivos. Aunque dos de los agentes de MMD, F. proliferatum y F.
pseudocircinatum, afectan hospedantes multiples (Abdalla et al., 2000; Elmer, 1995;
Logrieco et al., 1995; Nirenberg y O Donnell, 1998; Ocamb et al., 2002), otras
especies que causen MMD (F. mangiferae, F. sterilihyphosum, F. mexicanum y F.
tupiense) solamente afectan al mango.

El gobierno mexicano recientemente proporcioné incentivos econdémicos
para incrementar la produccién de madera de alto valor en el pais, incluyendo caoba
de hoja grande (Swietenia macrophylla King, Meliaceae) (CONAFOR, 2017). Sin
embargo, a pesar del interés en incrementar la produccion se conoce poco acerca
de los factores que impactan este importante arbol. Con la excepcién de la palomilla
barrenadora del brote, Hypsipyla grandella Zeller (Pérez-Salicrup y Esquivel, 2008;
Rodan et al., 1992), se ha publicado muy poca informacion sobre los problemas que
afectan a esta especie. Diversos hongos han sido aislados de arboles de una
especie relacionada, S. mahagoni L. (Jacg.) (caoba de las Indias Occidentales),
algunos de los cuales estaban asociados con “agallas” o “escoba de bruja” (Alfieri
etal., 1994; Farr et al., 1989). Sin embargo, no hay reportes que indiquen que alguno
de esos hongos haya sido probado como patégeno de este arbol.

Tres especies neotropicales geograficamente separadas e interfértiles son
reconocidas en el género Swietenia: (i) caoba de hoja grande esta distribuida de
manera natural del centro de México, a través de Ameérica Central, hasta la parte
sur de la cuenca del Amazonas en Bolivia y Brasil (Mayhew y Newton, 1998; Rodan

et al., 1992); (ii) caoba de la costa del Pacifico, S. humilis Zuccarini, es endémica a
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la costa del Pacifico de América Central; y (iii) caoba de las Indias Occidentales es
nativa de Cuba, Espafiola, Jamaica, Bahamas y los Cabos de Florida (USA) (Rodan
et al., 1992). De esas especies, caoba de hoja grande tiene el méas alto valor
comercial (Rodan et al, 1992). Desafortunadamente, ha sido explotada
extensivamente en América Central y América del Sur (Gillies et al., 1999).
Reducciones drésticas en las poblaciones de caobas de hoja grande y de la costa
del Pacifico han ocurrido durante los ultimos 60 afios en Costa Rica (Navarro et al.,
2003), causando preocupacion por el estado de la conservacion de la caoba de
hoja grande, lo que resulté en su inclusién en el Apéndice Il de la Convencion
sobre el Comercio Internacional en Especies de la Flora y Fauna en Peligro de
Extincion (CITES) en 2003 (Grogan y Barreto, 2005).

Descubrimos sintomas de malformaciéon en caoba de hoja grande en areas
productoras de mango en la region centro occidente de México en el 2012. En este
estudio, describimos esta enfermedad no reconocida previamente. Reportamos
informacion sistematica molecular usada para identificar las especies de Fusarium
gue estaban asociadas con esta enfermedad, y discutimos la realizacién de los

postulados de Koch para dos de las especies, F. mexicanum y F. pseudocircinatum.

Materiales y Métodos

Sitios de colecta y estrategia de muestreo. Durante el 2014 y 2015,
arboles de caoba de hoja grande con sintomas de malformacion fueron
muestreados en cuatro municipios del estado de Michoacan, México. Los sitios de
colecta estaban adyacentes a zonas productoras de mango en Apatzingan
(19°00°31.4'N, 102°13°45.5°0), Paracuaro (19°04°10.8"'N, 102°14'56.50),
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Gabriel Zamora (19°05°34.3"°N, 102°03°28.1"'0) y La Huacana (18°57°18.6"" N,
101°48°21.6" O) (Fig. 1). Las cuatro areas de colecta tienen una temperatura
promedio anual de 28°C, el promedio de precipitacion tiene un rango de 476 a 600
mm, y la altura media sobre el nivel del mar tiene un rango de 392 a 600 m (INEGI,
2009). Tejidos malformados (Fig. 2), de 5 a 10 cm en diametro, fueron cortados de
los cuatro sectores equidistantes de cada arbol muestreado y almacenados en hielo
en bolsas de plastico etiquetadas para transportarlas al laboratorio. También se
tomaron muestras de las puntas de ramas sanas de arboles de caoba de hoja
grande sin sintomas de malformacion, en los sitios de colecta de Paracuaro y
Gabriel Zamora.

Aislamientos de tejidos malformados de arboles de caoba de hoja
grande. Aislados de hongos fueron obtenidos utilizando protocolos publicados
previamente (Soto-Plancarte et al., 2015). Muestras de tejido de 2.0 cm? fueron
cortadas de areas sin necrosis de cada una de las cuatro malformaciones tomadas
de cada arbol, se mezclaron y se colocaron en tubos cénicos de 50 ml (Corning,
Corning, NY) que contenian 20 ml de agua mas 1% de detergente en polvo (Roma,
Fabrica de Jabdén La Corona, Xalostoc, MX) por 10 min para remover polvo e
insectos, se sumergieron en 0.6% hipoclorito de sodio por 1 min, se enjuagaron tres
veces en agua destilada estéril, se secaron en papel estéril. A continuacion, se
cortaron 10 a 12 trozos de tejidos de 5 mm? de las muestras desinfestadas, los
cuales fueron transferidos a cajas Petri 100 x 15 mm con medio Peptona-PCNB-
Agar (PPA) (Leslie y Summerell, 2006) suplementado con 0.7 g/L ampicilina (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO) y 10 mg/L rifampicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Las
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cajas fueron colocadas a 25°C por 24 a 48 h. Las colonias de hongos que
emergieron fueron transferidas a cajas con medio agar agua al 2%, incubadas en
oscuridad por 48 h, y purificadas transfiriendo puntas de hifas a cajas Petri con
medio sintético bajo en nutrientes (SNA, Nirenberg y O’'Donnell, 1998). Los aislados
fueron incubados bajo luz negra y blanca fria a 25°C por 7 dias para inducir
esporulacion. Se recuperaron 163 aislados de Fusarium que fueron almacenados a
-80°C en glicerol al 15% en el laboratorio de Kerry O’Donnell o depositados en la
Coleccion de Cultivos ARS (NRRL), Peoria, IL en donde estan disponibles si son
solicitados (https://nrrl.ncaur.usda.gov/).

Extracciéon de ADN gendmico. La mata micelial de cultivos estaticos
crecidos en caldo papa dextrosa (25°C) por 7 dias, fueron compactadas
centrifugando por 3 min, y lavadas con agua destilada estéril. EI ADN fue extraido
usando un procedimiento con CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) descrito por Leslie y Summerell (2006) con modificaciones.
Brevemente, el micelio molido fue incubado en buffer de lisis a 65°C por 1 h, y etanol
absoluto fue usado en lugar de isopropanol (2-propanol). La concentracion del ADN
fue determinada en un espectrofotometro (Nanodrop, Thermo Scientific, Waltham,
MA).

Andlisis de Secuencias Internas Repetidas Simples (ISSR). Secuencias
Repetidas Simples Internas (ISSRs) fueron analizadas para los 163 fusaria que
fueron recuperados, utilizando los siguientes tres oligonucleétidos que fueron
disefiados por Liu et al., (2014): 809, 812 y 891. Cepas representativas de los

siguientes MMD patdgenos fueron incluidos como referencias en el analisis ISRR:
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F. mangiferae (CML 409), F. mexicanum (MXMIC-698), F. sterilihyphosum (CML
280), y F. tupiense (CML 345). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un
volumen total de 13 pl usando GoTag Hot Start (Promega, Madison, WI), 100 pmol
de un oligonucleétido ISSR, y 3 pl de ADN (12 ng/pl). Las reacciones de PCR fueron
hechas en un termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient (Eppendorf,
Hauppauge, NY) usando el programa siguiente: un ciclo inicial de desnaturalizacion
a 94°C por 2 min, 35 ciclos de 94°C por 1 min, 48°C por 1 min, y 72°C por 2 min. La
amplificacion termind con un paso final de elongacion a 72°C por 7 min. Cinco ul de
los productos de la reaccién fueron analizados en geles de agarosa al 2% y corridos
electroforéticamente a 50 volts por 100 min, tefiidos con bromuro de etidio y
entonces visualizados usando un transiluminador UV (UVP, Lab-Tech, Guadalajara,
MX).

Analisis de PCR para tipos de apareamiento. Los idiomorfos del tipo de
apareamiento (MAT) fueron determinados con los oligonucle6tidos GFmatla y
GFmatlb (MAT1-1) y Gfmat2c y Gfmat2d (MAT1-2) reportados por Steenkamp et
al., (2000). Los amplicones de MAT1-1 y MAT1-2 generados con los
oligonucledtidos fueron de 200 pb y 800 pb, respectivamente.

Identificacién filogenética molecular multilocus de los aislados de
hongos. Micelio de los aislados crecidos en caldo malta levadura fue colectado
después de 3-4 dias, secado bajo congelacion y procesado con un protocolo CTAB
para extraer ADN genomico (Gardes y Bruns, 1993). Porciones del factor de
elongacion de la traduccion 1-a (TEF1), la subunidad mas grande de la ARN

polimerasa (RPB1), beta-tubulina (B-tub), y la region espaciadora transcrita interna
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del ribosoma nuclear (ITS rADN) y el extremo 5 de la subunidad grande del
ribosoma nuclear (LSU rADN) fueron amplificadas por PCR y secuenciadas como
se describi6é previamente (O’Donnell et al., 2010; O’Donnell y Cigelnik, 1997; White
et al.,, 1990). Los amplicones fueron secuenciados con BigDye 3.1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA), purificados con BigDye Xterminator y electroforesados
en un analizador genético ABI 3730. Los cromatogramas de las secuencias fueron
editados con Sequencher 5.2.4 (Gene Codes Corp., Ann Arbor, Ml), exportados
como archivos NEXUS, y editados manualmente para mejorar los alineamientos
antes de llevar a cabo el andlisis filogenético de maxima verosimilitud (MV) y
méxima parsimonia (MP), con PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2003) y GARLI 2.01
(Zwickl, 2006), respectivamente. Las secuencias de ADN fueron depositadas en el
GenBank NCBI con los numeros de accesion KX870032-KX870045, KX912230-
KX912243, y MG838022-MG838111.

Experimentos de patogenicidad. Las semillas de frutos maduros de arboles
de caoba de hoja grande colectados en Gabriel Zamora, fueron removidas y
almacenadas a 25°C. El ala y tegumentos externos fueron removidos antes de
incubar las semillas en contenedores de plastico con papel estéril himedo bajo luz
blanca fria a 25°C. La mayoria de semillas germiné entre 4 y 6 dias.

Los aislados fueron cultivados en SNA a 25°C bajo luz fluorescente negra y
blanca continua por 14 dias. Plantulas de 14 dias de edad fueron sumergidas en
una suspension de conidios de cada aislado a una concentracién de 4.9 x 10°
conidio/ml por 12 h a 25°C, antes de ser plantadas en macetas con una mezcla

estéril de peat moss y perlita (1:1). Las plantas fueron mantenidas a 25°C bajo un
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fotoperiodo de 8:16 oscuridad/luz por 1 semana, y entonces transferidas a un
invernadero e inspeccionadas regularmente por sintomas por 4 meses. La identidad
de los aislados de Fusarium que fueron recuperados de las plantas sintomaticas fue
determinada secuenciando una porcion de TEF1. Debido a que las plantulas no
inoculadas no desarrollaron sintomas, y Fusarium spp. no fue recuperado de los
controles negativos, las plantas no mostraron estar infectadas de manera latente
por estos patdgenos antes de las inoculaciones. El experimento se llevo a cabo dos

veces.

Resultados

Sintomatologia de la malformacién vegetativa de caoba de hoja grande.
De los 280 arboles de caoba de hoja grande que fueron inspeccionados en cuatro
sitios en Michoacan, México, fueron observados sintomas de malformaciéon en
brotes laterales y terminales (Fig. 2) en 49 arboles. Todos los éarboles se
encontraban cerca de huertas comerciales de mango en las cuales algunos de estos
arboles frutales mostraban sintomas de MMD. Un gran nimero de yemas afectadas
ocurria en brotes laterales dentro del follaje de arboles sintométicos de caoba de
hoja grande; las yemas se incrementaban en tamafo y posteriormente se
desarrollaban en una masa de tejido del cual emergian ramificaciones numerosas
con entrenudos acortados, hojas pequefias y deformadas y ocasionalmente, unas
pocas hojas normales. Inicialmente, los tejidos malformados eran verdes, pero
posteriormente se volvian café oscuro, necroticos y lefiosos. Malformacion floral no

fue observada.
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Genotipificacion de aislados de Fusarium asociados con la enfermedad
malformacion de caoba de hoja grande. Los oligonucle6tidos 809 y 891
produjeron cada uno 10 bandas Unicas, mientras que el oligonucle6tido 812 produjo
ocho. Patrones de bandeado especificos para especies fueron obtenidos para F.
mangiferae, F. mexicanum, F. pseudocircinatum, F. sterilihyphosum, y F. tupiense
(Fig. Suplementaria S1). El analisis ISSR indicé que 121 de los aislados fueron F.
pseudocircinatum y 39 fueron F. mexicanum; el resto de los tres aislados
representaban especies distintas.

Filogenia molecular. Busquedas BLASTn en Fusarium MLST
(http://www.westerdijkinstitute.nl/fusarium/), usando secuencias parciales TEF1
confirmd la identificacion ISSR que indicaba que 121 aislados fueron F.
pseudocircinatum y 39 fueron F. mexicanum. Adicionalmente, los aislados MICMW-
32.6b y MICMW-32.8b fueron agrupados dentro del complejo de especies de F.
incarnatum-equiseti (FIESC) mientras que MICMW-30.1 se agrup6 en el complejo
de especies de F. solani (FSSC). Esquemas de tres locus previamente publicados
para FIESC (O’Donnell et al., 2009) y FSSC (O’Donnell et al., 2008) revelaron que
MICMW-32.6b y MICMW-32.8b fueron, respectivamente, Fusarium sp. FIESC 20-d
y FIESC 37-a, y MICMW-30.1 fue Fusarium sp. FSSC 25-m. Para evaluar si los
aislados identificados como F. pseudocircinatum y F. mexicanum via ISSR fueron
identificados correctamente, 16 de los aislados de caoba fueron examinados en un
analisis filogenético molecular de cuatro locus que incluyé las cepas ex-tipo de F.
pseudocircinatum NRRL 22946 y F. mexicanum NRRL 53147 junto con 10 aislados

previamente caracterizados de esas especies. El analisis filogenético molecular de
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maxima verosimilitud y méxima parsimonia de los cuatro conjuntos de secuencias
individuales y combinadas confirm6 las identificaciones obtenidas usando
genotipificacion por ISSR (Fig. 3).

Idiomorfos de tipos de compatibilidad. Los idiomorfos MAT1-1 y MAT1-2
fueron detectados en los 19 aislados de F. pseudocircinatum y en siete de F.
mexicanum que fueron analizados. Cuatro aislados de F. mexicanum recuperados
de caoba de hoja grande en Michoacan fueron MAT1-2, asi como dos aislados
obtenidos de mango. Tipificacion de los 19 aislados de F. pseudocircinatum revelo
gue 12 fueron MAT1-1 y seis fueron MAT1-2; sin embargo, el idiomorfo MAT de la
cepa NRRL 25738 no pudo ser determinado. De los siete F. mexicanum analizados,
solamente la cepa ex-tipo NRRL 53147 de Michoacan fue MAT1-1.

Pruebas de patogenicidad en plantulas de caoba de hoja grande.
Sintomas de tejidos malformados en plantulas inoculadas de caoba de hoja grande
fueron observados inicialmente 4 semanas después de la inoculacién, pero
solamente en el cuello de las plantulas (Fig. 4). Los aislados de F. pseudocircinatum
de caoba de hoja grande de Gabriel Zamora (Fig. 4 B-C) y Paracuaro indujeron
malformacion, pero tres aislados de Apatzingan no produjeron sintomas. Todos los
aislados de F. mexicanum (Fig. 4 D-E) recuperados de caoba de hoja grande y dos
de mango (Soto-Plancarte et al., 2015) indujeron sintomas en caoba de hoja grande.
Las yemas malformadas que se formaban debajo de la linea del suelo eran
inicialmente blancas, pero se tornaron verdes al crecer posteriormente sobre la linea
del suelo. Yemas nuevas malformadas continuaron emergiendo hasta que el

experimento termind 16 semanas después de la inoculacion. Sintomas no se
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desarrollaron en plantas inoculadas con las tres filosespecies no nombradas y los
controles negativos (Cuadro 1). Informacion de las secuencias parciales TEF1, la
cual es ampliamente usada para identificar Fusarium spp. por medio de consultas
BLASTNn en Fusarium MLST (O’Donnell et al., 2010), confirmd que los aislados
recuperados de los tejidos malformados fueron los mismos que los usados para
inocular las plantas, por lo tanto, completando los postulados de Koch. Las plantas
inoculadas con las tres filosespecies no nombradas y las plantas control fallaron en
desarrollar sintomas.
Discusion

Este es el primer reporte de una nueva enfermedad de caoba de hoja grande,
malformacion, y sus agentes causales, Fusarium mexicanumy F. pseudocircinatum,
los cuales también causan MMD en México. Los postulados de Koch fueron
exitosamente completados con aislados de esas especies recuperados de arboles
sintomaticos de las siguientes localidades en Michoacan (Fig. 4 B-F): F. mexicanum
de Gabriel Zamora y La Huacana, y F. pseudocircinatum de Gabriel Zamora y
Paracuaro. Adicionalmente, dos aislados MMD de F. mexicanum de un estudio
previo (Soto-Plancarte et al., 2015) también indujeron sintomas de malformacion en
plantulas de caoba de hoja grande. Algunos aislados de estas dos especies
indujeron sintomas en plantulas 4 semanas después de la inoculacién (F.
mexicanum MICMW-32.13a, MICMW-65.1, MXMIC-692 y MXMIC-698, y F.
pseudocircinatum MICMW-32.11a), mientras que otros aislados requirieron 4 meses

para incitar sintomas visibles.
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Aislados de las tres filoespecies no nombradas, Fusarium spp. FIESC 20-d,
FIESC 37-ay FSSC 25-m, recuperadas de caoba de hoja grande con malformacién
no fueron patogénicos en nuestro estudio (Cuadro 1). Especies dentro del FIESC
son reportadas tipicamente incorrectamente como F. equiseti en la literatura
fitopatoldgica y en GenBank (O’Donnell et al., 2015), pero el nombre F. equiseti
debe ser utilizado unicamente para FIESC 14 con base en secuenciacion multilocus
de la cepa ex-neotipo, NRRL 26149 (= CBS 307.94). Similarmente, las mas de 60
especies en FSSC son reportadas tipicamente en estudios de investigacion como
F. solani, como es recomendado por Leslie y Summerell (2006); sin embargo, con
su reciente epitificacion (Schroers et al., 2016), el nombre F. solani debe ser usado
solamente para filoespecies FSSC 5.

MV y MP bootstrapping (BS) del conjunto de secuencias de los cuatro locus
parece soportar fuertemente la exclusiva genealogia de F. pseudocircinatum, en
gue los 19 aislados de esta especie que fueron analizados formaron grupos
compactos en los arboles individuales de los genes RPB1, rADN y B-tubulina
(informacion no mostrada). Sin embargo, es importante notar que tres cepas de esta
especie poseian alelos TEF1 inusualmente divergentes (MICMW-31.16 y 32.11a de
caoba de hoja grande y NRRL 25034 del Hemiptero Heteropsylla incisa de Nueva
Guinea Papua) (Fig. 3). Ademas, debido a que los alelos RPB2 de siete de los
aislados de F. pseudocircinatum fueron altamente divergentes, este conjunto de
secuencias no fue incluido en el estudio presente porque podrian ser no ortélogos.
Estos hallazgos realzan la necesidad de estudios que determinen si los alelos no

ortdlogos putativos son debido a hibridacion intraespecifica, como ha sido postulado
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para fusaria cultivados por escarabajos ambrosiales dentro del complejo de
especies de F. solani (Kasson et al., 2013) y patégenos de cereales que producen
la toxina tricoteceno dentro del complejo de especies de F. graminearum (O’Donnell
et al., 2000). Si ha ocurrido introgresion hibrida en F. pseudocircinatum, podria estar
mediada por cepas femeninas altamente fértiles. Esto realza la necesidad de
determinar si este patdogeno se estd reproduciendo sexualmente en estos
hospedantes, lo cual tiene implicaciones practicas para el manejo de la enfermedad
dado que patdégenos que sexualmente recombinan tienen mas probabilidad de
superar la resistencia del hospedante que los que se reproducen asexualmente
solamente (Covert et al., 2007; McDonald y Linde, 2002).

Notamos similitudes entre los sintomas que reportamos aqui y los sintomas
atribuidos a Fusarium decemcellulare Brick. Este patdégeno se le encuentra asociado
con agallas de muchos éarboles subtropicales y tropicales (Alfieri et al., 1994),
principalmente mango (Ploetz, 2003) y cacao (Theobroma cacao) (Ploetz, 2007).
Las agallas hemisféricas en estos hospedantes que se desarrollan en los nudos de
las hojas y en heridas en las ramas principales o tronco estdn compuestas de
muchas yemas pequefias (puntos verdes), la mayoria de los cuales se pierden
cuando la agalla madura (Hansen, 1963; Ploetz, 2003).

Los resultados del presente estudio sugieren que F. mexicanum es la
principal causa de la malformacion del mango en México. Debido a que no ha sido
detectado fuera de este pais (Betancourt-Resendes et al., 2012; Otero-Colina et al.,
2010), especulamos que F. mexicanum estuvo asociado con una planta nativa en

México, pero hizo un brinco de hospedante después de que el mango fue
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introducido de las Filipinas durante finales del siglo 16 (Litz, 2009). Esta hipétesis
es soportada por informacion filogenética que coloca a F. mexicanum en el clado
americano (Otero-Colina et al., 2010) propuesta por O’'Donnell et al., (1998). Son
necesarios estudios futuros de plantas nativas herbaceas y lefiosas para
incrementar nuestro entendimiento del rango de hospedantes y distribucion
geografica de los patégenos de la caoba de hoja grande, y para proporcionar mas
informacion sobre los origenes de estos y otros patdgenos importantes de arboles

y plantas cultivadas.
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Cuadro 1. Pruebas de patogenicidad en plantulas de caoba de hoja grande usando

cepas de Fusarium asociadas con la enfermedad malformacion en Michoacéan,

México.
Plantas inoculadas con
Fusarium Cepa Hospedante Sitio de Colecta
sintomas 2

Fusarium sp. FIESC 37-a MICMW-32.8b S. macrophylla®  Gabriel Zamora 0/10
Fusarium sp. FIESC 20-d MICMW-32.6b S. macrophylla Apatzingan 0/10
F. mexicanum MICMW-32.13a S. macrophylla  Gabriel Zamora 4/10

F. mexicanum MICMW-60.1 S. macrophylla La Huacana 3/10

F. mexicanum MICMW-65.1 S. macrophylla La Huacana 6/10

F. mexicanum MXMIC-692° M. indica® Paracuaro 4/10

F. mexicanum MXMIC-698° M. indica Paracuaro 8/10

F. pseudocircinatum MICMW-26.6 S. macrophylla Paracuaro 3/10

F. pseudocircinatum MICMW-32.11a S. macrophylla  Gabriel Zamora 2/10

F. pseudocircinatum MICMW-30.2 S. macrophylla  Gabriel Zamora 3/10

F. pseudocircinatum MICMW-25.5 S. macrophylla Apatzingan 0/10

F. pseudocircinatum MICMW-25.16 S. macrophylla Apatzingan 0/10

F. pseudocircinatum MICMW-32.6b S. macrophylla Apatzingan 0/10
Fusarium sp. FSSC 25-m MICMW-30.1 S. macrophylla Gabriel Zamora 0/10

a112 dias después de las inoculaciones; PSoto-Plancarte et al., (2015); °Swietenia macrophylla;

dMangifera indica
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Figura 1. Mapa de Michoacan, México, mostrando las areas donde se colectaron
muestras de arboles de caoba de hoja grande con sintomas de malformacién.

Michoacén esté localizado en la region centro occidente de México.
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Figura 2. Sintomas de malformacion en &rboles de caoba de hoja grande. A,

Arboles de caoba de hoja grande con ramas asintomaticas. B, Ramas con
malformacion vegetativa. C, Rama con brotes laterales y terminales sanos. D, Rama

joven con malformacion vegetativa. E, Rama madura con malformacion vegetativa.
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Figura 3. Arbol filogenético de Méaxima Parsimonia. Uno de 10 &rboles mas
parsimoniosos (MPTSs) inferido de 4 conjuntos de secuencias enraizado en el punto
central. Valores bootstrap de maxima verosimilitud (ML-BS) = 70% estan indicados
arriba de los nodos con base en 1000 pseudoreplicas. El valor bootstrap de maxima
parsimonia solamente se muestra cuando diferia del valor ML por > 5% (ML-BS/MP-
BS). Resultados del analisis de PCR para los idiomorfos MAT1-1 (1) y MAT1-2 (2)
estan indicados en la filogenia. BBA, Biologische Bundesanstalt fur Land- und
Forstwirtschaft, Institut fir Mikrobiologie, Berlin, Alemania; CI, indice de
consistencia; MICMW y MXMIC, Coleccion de Hongos, LabPV-UMSNH; NRRL,
Coleccién de Cultivos ARS, Peoria, IL; PIC, caracteres informativos de parsimonia;

RI, indice de retencién; T, cepa ex-tipo.
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Figura 4. Pruebas de patogenicidad. Plantulas de caoba de hoja grande exhibiendo

sintomas de malformacion 112 dias después de ser inoculadas. A, Control negativo
inoculado con agua destilada estéril. B, Inoculado con F. pseudocircinatum MICMW-
30.2. C, Inoculado con F. pseudocircinatum MICMW-32.11a. D, Inoculado con F.
mexicanum MICMW-32.13a. E, Inoculado con F. mexicanum MICMW-65.1. F,
Inoculado con F. mexicanum MXMIC-698. Las flechas indican brotes vegetativos

malformados. Barra = 5 cm. Recuadro = 3X.
50



3456 78 910111213141516 1718 23 4576 78 910 11121314151617 18

3. 456 74 B9100 10 12 13:°14-115716),°17 18

— e

Fig. Suplementaria S1. Patrones ISSR de aislados de Fusarium recuperados de
arboles de caoba de hoja grande con la enfermedad malformacion. A,
Oligonucledtido 809 [(AG)sG]. B, Oligonucleodtido 812 [(GA)sA]. C, Oligonucledtido
891 [HVH (TG)7] (Liu et al., 2014). Carriles: M, marcador de peso molecular 1 kb. 1,
F. mangiferae CML409. 2, F. sterilihyphosum CML280. 3, F. tupiense CML345. 4,
F. mexicanum MXMIC-698. 5, F. mexicanum MICMW-32.13a. Carriles 6 a 15
Aislados de F. pseudocircinatum 6, MICMW-25.5. 7, MICMW-25.16. 8, MICMW-
26.6. 9, MICMW-26.16. 10, MICMW-30.2. 11, MICMW-31.15. 12, MICMW-31.16.
13, MICMW-32.4a. 14, MICMW-32.6a. 15, MICMW-32.11a. 16, Fusarium sp. FIESC
20-d. MICMW-32.6b. 17, Fusarium sp. FIESC 37-a. MICMW-32.8b. 18, Fusarium
sp. FSSC 25-m. MICMW-30.1. El patrén de bandas para las cepas de F. mexicanum
MXMIC-692, MICMW-60.1 y MICMW-65.1 fue idéntico a MICMW-32.13a

(informacidén no mostrada).
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Capitulo 1l. Articulo preparado para someterse a la revista Molecular
Biotechnology https://link.springer.com/journal/12033

Genetic diversity of Fusarium mexicanum, causal agent of mango and big-leaf
mahogany malformation in Mexico. (Diversidad genética de Fusarium
mexicanum, agente causal de la malformacion de mango y caoba de hoja grande

en México).

Resumen

Fusarium mexicanum y F. pseudocircinatum son los agentes causales de la
enfermedad malformacién del mango (MMD) y de la caoba de hoja grande en
México. La malformacion del mango es la principal enfermedad del cultivo en el pais,
siendo F. mexicanum el principal agente causal. A la fecha, ésta especie
Unicamente ha sido reportada en México, y es la especie prevalente en viveros y
huertas comerciales de mango de la region centro occidente. Ademas, en caoba de
hoja grande, la enfermedad ha sido detectada en esas mismas regiones productoras
de mango. El objetivo del presente estudio fue analizar la diversidad genética de
aislados de F. mexicanum obtenidos de malformacion de mango y caoba mediante
secuencias internas repetidas simples (ISSR). Un total de 61 aislados de F.
mexicanum, 32 de malformacion de mango y 29 de malformacioén de caoba fueron
analizados. Se identificaron molecularmente para su posterior analisis de diversidad
genética empleando catorce marcadores ISSR, de los cuales se seleccionaron los

cinco que generaron un mayor numero de bandas polimorficas. Las huellas
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genéticas obtenidas indicaron que existe una diversidad genética mayor entre los
aislados provenientes de malformacion de mango, en contraste con los aislados
obtenidos de malformacién de caoba de hoja ancha. Cabe sefilar que una localidad
mostrd una diversidad alta dentro de los aislados de mango. Por lo tanto, estos
resultados sugieren que la diversidad genética es influenciada en mayor grado por
el hospedante, mientras que la region geografica tiene un efecto secundario sobre
la diversidad genética de F. mexicanum. Por ultimo, el analisis Mating Types (MAT)
indic6 que los aislados obtenidos de malformacién de mango presentan ambos
idiomorfos, MAT1-1 y MAT1-2, mientras que en caoba solo se presentd MAT1-2.
Esta es la primera vez que se estudia la diversidad genética de F. mexicanum y los
resultados resaltan la necesidad de determinar si este patdgeno se esta
reproduciendo sexualmente en mango, lo cual es importante para el manejo de la

enfermedad.

Palabras clave: Secuencias internas repetidas simples (ISSR), Mating types,

escoba de bruja, Mangifera indica, Swietenia macrophylla.
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Introduccion

El género Fusarium contiene una gran diversidad genética y se distribuye
mundialmente en plantas, suelo, agua y habitats humanos. Actualmente, basados
en secuenciacion molecular, el numero de especies de Fusarium asciende a cerca
de 300 agrupadas en 22 complejos (Aoki et al., 2014, Laurence et al., 2015; Moussa
et al., 2017). Los miembros patégenos de plantas del género causan enfermedades
en muchos cultivos de importancia agrondmica, provocando pérdidas econdémicas
de millones de ddlares anualmente (Al-Hatmi et al.,, 2016). La diversidad de
enfermedades incluye pudricion de raices, coronas y tallos, cancros, tizén de
semillas y espigas, marchitez vascular, agallas y malformacion de brotes florales y
vegetativos (Marasas et al., 2006; Ploetz y Freeman, 2009; Summerell y Leslie,
2011).

El mango (Mangifera indica L.) es una de las especies tropicales mas
ampliamente cultivadas a nivel mundial (Raj et al., 2017). Los principales paises
productores de mango son India, China, Tailandia, Pakistan, México, Indonesia,
Brasil, Bangladesh, Filipinas, Nigeria y Egipto, en orden de mayor a menor
produccién (FAOSTAT, 2017). La enfermedad malformacién del mango (MMD)
afecta brotes vegetativos y florales, con lo cual se reduce la produccion y
rendimiento del cultivo, esta enfermedad es una de las mas importantes del cultivo
a nivel mundial (Ploetz, 2001; Ploetz y Freeman, 2009).

Varias especies de Fusarium pertenecientes al complejo F. fujikuroi (FFSC)
son las responsables de la MMD (O'Donnell et al., 1998). A nivel mundial, F.

mangiferae Britz, M. J. Wingf. y Marasas (Britz et al., 2002) es la especie prevalente,
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y ha sido reportada en todos los continentes donde se cultiva el mango, Africa
(Egipto, Sudafrica), América (USA), Asia (China, India, Israel, Malasia, Oméan y Sri
Lanka), Europa (Espafia) y Oceania (Australia) (Freeman et al., 2014a; Liew et al.,
2016); F. sterilihyphosum Britz, Marasas y M. J. Wingf. ha sido detectada en
Sudafrica (Britz et al., 2002) y Brasil (Lima et al., 2012); F. mexicanum T. Aoki, S.
Freeman, Otero-Colina, Rodriguez-Alvarado, Fernandez-Pavia, Ploetz y O’'Donnell
(Otero-Colina et al., 2010; Rodriguez-Alvarado et al., 2008), esta reportada
exclusivamente en México; una cuarta especie, F. tupiense Lima, Pfenning y Leslie
ha sido inicialmente reportada en Brasil (Lima et al., 2012) y posteriormente en
Senegal (Senghor et al.,, 2012) y Espafa (Crespo et al., 2016); por ultimo, F.
pseudocircinatum Nirenberg y O’Donnell fue primero reportada en México (Freeman
et al.,, 2014b) y posteriormente en Republica Dominicana (Garcia-Lépez et al.,
2016).

La caoba de hoja grande (Swietenia macrophylla King) es de gran
importancia a nivel mundial y en el continente americano es la especie maderable
de mayor valor comercial (Verissimo et al., 1995). Tiene un rango geogréafico de
distribucién amplio que va desde el sur de México hasta la cuenca del Amazonas
en Bolivia y Brasil (Mayhew y Newton, 1998; Rodan et al., 1992).
Desafortunadamente la sobreexplotacion en centro y Sudamérica ha conducido a la
reduccion drastica de las poblaciones silvestres (Gillies et al., 1999), por lo cual el
alto riesgo para la viabilidad de la especie la ha conducido a su inclusién en el
Apéndice Il de la Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies de Flora

y Fauna Silvestres Amenazadas (CITES) en el 2003 (Grogan y Barreto, 2005).
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En lo que respecta a enfermedades de la caoba de hoja grande, hasta hace
poco Unicamente se conocia la plaga causada por las larvas de la polilla
barrenadora, Hypsipyla grandella Zeller (Pérez-Salicrup y Esquivel, 2008; Rodan et
al.,, 1992). Sin embargo, recientemente ha sido reportada la enfermedad
malformacion de caoba causada por las especies F. mexicanum y F.
pseudocircinatum en México (Santillan-Mendoza et al., 2018).

A pesar de la importancia de la enfermedad malformacion, poco es conocido
sobre la ecologia de los patdgenos y su manejo efectivo. El estudio de la diversidad
genética de las poblaciones de un patégeno provee ideas sobre su biologia y
evolucion, favoreciendo un mejor manejo de la enfermedad (Milgroom y Peever,
2003). Algunas de las herramientas genéticas y moleculares que han sido
empleadas de forma satisfactoria para analizar la diversidad genética de las
especies de Fusarium causantes de MMD incluyen, los grupos de compatibilidad
vegetativa (GCV) (Lima et al., 2009; Crespo et al.,, 2016), polimorfismos en la
longitud de fragmentos de restriccion (AFLP) (Lima et al., 2009), ADN polimérfico
amplificado al azar (RAPD) (O"Donnell et al., 1998; Crespo et al., 2016), secuencias
internas repetidas simples (ISSR) (Liu et al., 2014), y la identificacion de los
idiomorfos de compatibilidad sexual (Britz et al., 2002). Entre estos marcadores
moleculares, los RAPD son una técnica sencilla de realizar, pero con baja
reproducibilidad y poder de discriminacion; contrario a estos, los AFLP tienen un
alto poder en el analisis de polimorfismos, pero la técnica es laboriosa, requiere
multiples pasos, y el costo de los reactivos y del equipo es elevado (Akbari et al.,

2018). Por su parte, los ISSR no presentan esas desventajas, generan bandas
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reproducibles debido a la longitud del oligonucleétido utilizado y a la elevada
temperatura de alineamiento (Akbari et al.,, 2018). A la fecha, F. mexicanum
Unicamente ha sido reportado en México y es la especie prevalente en viveros y
huertas comerciales de mango en la region centro occidente del pais (Betancourt-
Resendes et al., 2012; Otero-Colina et al., 2010; Rodriguez-Alvarado et al., 2012;
Soto-Plancarte et al., 2015). La diversidad entre aislados de F. mexicanum fue
analizada determinando la presencia de los GCV en Colima, Jalisco y Michoacan
(Betancourt-Resendes et al., 2010; Gonzalez Jiménez et al., 2012; Rodriguez-
Alvarado et al., 2012), detectandose solamente cinco GCV, lo cual indicé que F.
mexicanum estaba presente en esos estados como poblaciones clonales; sin
embargo, en esos estudios Unicamente se utilizaron 34 aislados y el andlisis no
permitié determinar aspectos importantes sobre la diversidad genética. Por lo que
es necesario llevar a cabo analisis de la diversidad en poblaciones de F. mexicanum
utilizando técnicas moleculares y con un nimero mayor de aislados. En el presente
estudio, reportamos la existencia de una mayor diversidad genética entre los
aislados provenientes de malformacion de mango con respecto a los obtenidos de
malformacion de caoba en tres localidades de Michoacan, México, mediante un
analisis ISSR. Ademas, la mayor diversidad genética existente entre los aislados de
mango podria estar dada por reproduccion sexual. Futuros estudios son necesarios

para mejorar el manejo de la enfermedad.
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Materiales y Métodos
Colecta de tejido de mango y caoba con malformacion.

Arboles de mango y de caoba de hoja grande con sintomas de malformacion
fueron muestreados en los municipios de Gabriel Zamora, (19°05°34.3'N,
102°03°28.1""W), La Huacana (18°57°18.6"" N, 101°48°21.6""W) y Nuevo Urecho
(19°12°10.1°N, 101°51°58.3”W) en el estado de Michoacan, México (Fig. 1). Las
colectas se realizaron entre los afios de 2014 a 2016. Los datos climéticos de las
tres localidades son: temperatura promedio anual de 28° C, precipitacion anual de
476 a 600 mm Hg, y altura media de 392 a 600 msnm (INEGI, 2009). Se colectaron
tejidos malformados de los cuatro sectores equidistantes de cada arbol muestreado,
con un diametro de 5 a 10 cm. Los tejidos se almacenaron en bolsas de plastico
etiquetadas y se transportaron en hielo al laboratorio.

Obtencion de aislados de Fusarium a partir de tejido con malformacién.

Se siguieron protocolos publicados previamente para la obtencién de los
aislados a partir de tejido vegetal sintomatico (Soto-Plancarte et al., 2015; Santillan-
Mendoza et al., 2018). Brevemente, 10 a 12 trozos de tejido de 5 mm? desinfestados
con jabon y cloro fueron transferidos a cajas Petri 100 x 15 mm con medio Peptona-
PCNB-Agar (PPA, Leslie y Summerell, 2006) suplementado con antibiéticos [0.7 g/L
ampicilina y 10 mg/L rifampicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)]. Las cajas con los
explantes se colocaron a 25°C por 24 a 48 h. Las colonias fungicas que emergieron
fueron transferidas a cajas con medio agar agua al 2%, se incubaron en oscuridad
por 48 h y se purificaron transfiriendo puntas de hifas a cajas Petri con medio

sintético bajo en nutrientes (SNA, Nirenberg y O’Donnell, 1998). Los aislados se
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incubaron a 25°C por 7 dias bajo luz negra y blanca fria para inducir la esporulacién,
transcurrido el tiempo, se cortaron 6 a 8 discos (9 mm) de medio SNA con micelio,
se colocaron en microtubos (1.5 ml) con 700 pl de agua destilada estéril y se
almacenaron a 16°C en el laboratorio de Patologia Vegetal de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

Extraccién de ADN.

Una alicuota de 50 pl de esporas de cada aislado fue inoculada en caldo
papa dextrosa e incubada en forma estatica (25°C) por 7 dias. El micelio generado
fue compactado centrifugando por 3 min a 13,200 rpm y lavado con agua destilada
estéril. Se utilizd un protocolo con base en el detergente CTAB (bromuro de
cetiltrimetilamonio, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) para la extraccion de ADN,
siguiendo las instrucciones de Leslie y Summerell (2006) con algunas
modificaciones. Brevemente, el micelio se molié con nitrégeno liquido y se incubd
con el buffer de lisis a 65°C durante 1 h; ademas, se adicion6 etanol absoluto en
lugar de isopropanol (2-propanol) para precipitar el ADN. La concentracion del ADN
fue determinada en un espectrofotometro (Nanodrop, Thermo Scientific, Waltham,
MA).

Identificacion molecular de los aislados fungicos.

Secuencias parciales del gen factor de elongaciéon de la traduccién 1-a
(TEF1) fueron amplificadas por PCR usando los oligonucleétidos EF-1 y EF-2
(O'Donnell et al.,, 1998). Las reacciones de PCR fueron realizadas en un
termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hauppauge, NY) usando el

siguiente programa: un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94°C por 2 min, 35 ciclos
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de 94°C por 1 min, 55°C por 1 min, y 72°C por 1.5 min. La reaccion finalizd con un
paso de extension a 72°C por 7 min. Las reacciones contenian GoTaq Hot Start
(Promega, Madison, WI), 100 pmol de cada oligonucledtido y 3 pl de ADN (12 ng/ul),
en un volumen total de 13 pl. Se realizaron corridas electroforéticas de los productos
de PCR en geles de agarosa al 1.5%, teflidos con bromuro de etidio y corridos a 50
volts por 90 min. Las bandas de ADN se visualizaron en un transiluminador con luz
UV (UVP, Lab-Tech, Guadalajara, MX). Las bandas de interés fueron cortadas y
purificadas empleando un kit comercial (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System,
Promega), y enviadas a una compafiia externa (Macrogen, Seoul, Korea) para su
secuenciacion. Los programas PreGap y Gap (http://staden.sourceforge.net) fueron
utiizados para obtener las secuencias consenso. Las secuencias fueron
depositadas en el NCBI (Cuadro 1) y los porcentajes de identidad se determinaron
utilizando el programa BLAST del NCBI [National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov)].

Los analisis filogenéticos de Maxima Parsimonia (MP) se realizaron en
MEGA7 (Kumar et al., 2016) y la Inferencia Bayesiana (IB) en MrBayes v.3.2
(Ronquist et al., 2012), F. mangiferae NRRL 25226 fue utilizado como grupo
externo.

Andlisis ISSR (Secuencias Internas Repetidas Simples).

Los 61 aislados de Fusarium fueron analizados mediante secuencias internas
repetidas simples (ISSRs) empleando cinco oligonucleotidos disefiados por Liu et
al., (2014), 808, 809, 812, 835y 891 (Cuadro 2). Las reacciones de PCR se llevaron

a cabo como se describié en el apartado de Identificacibn molecular de los aislados
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fungicos, cambiando la temperatura de alineamiento del oligonucleétido y el tiempo
de extensién a 2 min. Se corrieron electroforéticamente cinco pl de los productos de
la reaccion de PCR en geles de agarosa al 2% a 50 volts por 110 min, tefiidos con
bromuro de etidio y visualizados utilizando un transiluminador UV (UVP, Lab-Tech,
Guadalajara, MX).
Analisis de polimorfismos

Los patrones de bandeo obtenidos con los cinco oligonucledtidos ISSR para
cada aislado fueron transformados en una matriz binaria (presencia = 1, ausencia =
0), que se uso para calcular la diversidad genética de cada poblacion, incluido el
porcentaje de polimorfismos y la heterocigosidad esperada. La distancia genética
fue obtenida siguiendo los métodos de Huff y colaboradores (1993) y Nei (1978).
Con el primer tipo de distancia, la estructura genética de las poblaciones fue
estimada mediante un analisis molecular de varianza (AMOVA), el cual fue
analizado mediante PhiPT (analogo de Fst), obteniendo la significancia por 9999
permutaciones. Para este primer andlisis se utiliz6 el software GenAlEx v.6.5
(Peakall y Smouse, 2006). Los patrones de fragmentos regulares que combinan las
huellas genémicas ISSR individuales fueron designados como genotipos multilocus
(MG). Para probar si los alelos se recombinan libremente o la reproduccion clonal
es profusa, se evaluo el desequilibrio de ligamiento (LD) con 9999 permutaciones
del indice de asociacién estandarizado (¥d) (Agapow y Burt, 2001). Mientras que,
para evaluar las relaciones entre poblaciones e individuos, se construyG un

dendograma mediante el método Neighbor-Joining, empleando las distancias
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genéticas de Nei (Nei, 1978), el soporte de las ramas fue obtenido con 9999 réplicas
bootstrap con el paquete R POPPR v.2.8 (Kamvar et al., 2014).
Ensayo de PCR para la determinacién del tipo de compatibilidad sexual

Los genes de compatibilidad sexual (MAT) se determinaron utilizando los
oligonucledtidos  GFmatla (GTTCATCAAAGGGCAAGCG) y GFmatlb
(TAAGCGCCCTCTTAACGCCTTC) para MAT1-1,; Gfmat2c
(AGCGTCATTATTCGATCAAG) y Gfmat2d (CTACGTTGAGAGCTGTACAG) para
MAT1-2 y las condiciones descritas por Steenkamp y colaboradores (2000),
siguiendo las recomendaciones del fabricante de la enzima polimerasa (Hot Start
Master Mix Promega). Los productos de PCR se analizaron electroforéticamente en
gel de agarosa al 1.5 % a 50 volts por 90 min. Los oligonucleétidos para el idiomorfo
MAT1-1 produjeron un fragmento de amplificacion de 200 pb, mientras que, los
oligonucledtidos para el idiomorfo MAT1-2 un fragmento de 800 pb.
Resultados
Identificacién molecular y analisis filogenético

Basados en analisis preliminares sobre la genotipificacion de F. mexicanum
mediante analisis ISSR (Santillan-Mendoza et al., 2018) y en conjunto con
secuencias parciales del gen TEF1 para 28 aislados de mango y caoba
seleccionados aleatoriamente, se obtuvo mediante andlisis BLAST que la identidad
de los aislados fue F. mexicanum. Ademas, para evaluar si los aislados identificados
mediante BLAST se caracterizaron correctamente, los aislados fueron examinados
en un analisis filogenético que incluyé la cepa holotipo de F. mexicanum NRRL

53147 junto con 10 aislados previamente caracterizados de esa especie. El holotipo
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de F. mangiferae NRRL 25226 fue utilizado como grupo externo. El andlisis
filogenético molecular de maxima parsimonia y la inferencia bayesiana de las
secuencias confirmo las identidades obtenidas por andlisis BLAST y por la
genotipificacion ISSR (Fig. 2).
Seleccion de oligonucleotidos ISSR

Un total de catorce oligonucleotidos ISSR fueron analizados para F.
mexicanum de los cuales se seleccionaron aquellos que generaron un mayor
namero de bandas (Cuadro 2). Un total de 57 bandas de ADN amplificadas
constantemente entre 250 y 2800 pb de longitud fueron generadas con los cinco
oligoncucledtidos ISSR seleccionados, entre los cuales hubo un promedio de 82.2%
de bandas polimorficas (Cuadro 2).
Andlisis y distribucién espacial de la variacion genética

El oligonucleétido 891 amplific6 un mayor niumero de bandas de ADN vy el
total de las bandas amplificadas fueron polimoérficas (Fig. 3), mientras que el
oligonucledtido 835 presentd el menor niumero de bandas polimérficas (Cuadro 2),
en conjunto los cinco oligonucledtidos produjeron 51 bandas informativas,
constituyendo 29 genotipos multilocus (datos no mostrados). En general, todas las
muestras mostraron baja diversidad genética, aunque los aislados de mango
mostraron mayor diversidad genética (28% de polimorfismos; 0.095 de
heterocigosidad) que los aislados de caoba de hoja grande (14% de polimorfismos;
0.056 de heterocigosidad), sin embargo, la diversidad genética fue
excepcionalmente alta en las muestras obtenidas de mango de Gabriel Zamora

(60% de polimorfismos; 0.183 de heterocigosidad) (Cuadro 3).
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En promedio, los aislados de caoba presentaron las mayores distancias
genéticas con respecto a los aislados de mango de La Huacana (0.2) y las menores
distancias respecto a los aislados de mango de Nuevo Urecho (0.12). Todas las
comparaciones pareadas se presentan en el Cuadro 4.

El AMOVA indicé que la variacién dentro de las poblaciones (Mango-G.
Zamora) es significativamente mayor (43%), seguido por la variacién entre mango
y caoba (34%), mientras que entre las regiones la variacién fue menor (22%). La
prueba de desequilibrio de ligamiento (LD) con todas las muestras analizadas en
conjunto o separadas por hospedante, produjo un 7d en el rango de 0.146 a 0.2, en
todos los casos significativa (p=0.0001), indicando que la reproduccion clonal
prevalece entre las muestras analizadas.

Agrupamientos ISSR

El dendograma producido mediante el analisis Neighbor-Joining basado en
el coeficiente de similitud de Nei para la matriz ISSR produjo un agrupamiento que
separ0 de forma clara a los aislados de mango de aquellos de caoba de forma
independiente a la localidad, a excepcion de los aislados de mango obtenidos de
Gabriel Zamora, en donde se produjeron ramas particularmente largas que
presentaron una separacion genética considerable (Fig. 4).

Determinacion del tipo de compatibilidad sexual (MAT)

El tipo de compatibilidad sexual, fue analizado para los 61 aislados de F.
mexicanum obtenidos de malformacion de mango y caoba de hoja grande en
Michoacan, los resultados muestran la presencia de ambos idiomorfos MAT1-1 y

MAT1-2 en los aislados de malformaciéon de mango de Gabriel Zamora y Nuevo
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Urecho, mientras que en los aislados de La Huacana sélo se presento MAT1-2, al
igual que en todos los aislados obtenidos de malformacion de caoba (Cuadro 1).
Discusion

En el presente estudio se analiz6 la diversidad genética de 61 aislados de
Fusarium mexicanum obtenidos de malformacion de mango (32 aislados) y de
caoba de hoja grande (29 aislados) mediante secuencias repetidas simples internas
(ISSR). El analisis filogenético molecular de maxima verosimilitud y la inferencia
bayesiana de las secuencias confirmo la identidad de los aislados obtenidas como
F. mexicanum (Fig. 2). En México, la malformacion del mango (MMD) es la principal
enfermedad del cultivo, siendo F. mexicanum el principal agente causal (Betancourt-
Resendes et al., 2012; Otero-Colina et al., 2010; Rodriguez-Alvarado et al., 2012;
Soto-Plancarte et al., 2015). Ademas, en caoba, la enfermedad ha sido detectada
en las mismas regiones productoras de mango y es causada por F. mexicanumy F.
pseudocircinatum (Santillan-Mendoza et al., 2018).

Diversas herramientas y procedimientos para determinar la diversidad
genética de algunas de las especies de Fusarium causantes de MMD, han sido
utilizadas entre las que se incluyen GCV (Grupos de Compatibilidad Vegetativa),
AFLP, RAPD, idiomorfos MAT y analisis ISSR (Betancourt-Resendes et al., 2010;
Britz et al., 2002; Crespo et al., 2016; Lima et al., 2009; Lima et al., 2012; Liu et al.,
2014; O'Donnell et al., 1998; Rodriguez-Alvarado et al., 2012). Los andlisis ISSR
presentan ventajas sobre las técnicas RAPD, AFLP, SSR, GCV, como la
reproducibilidad dada por la longitud y temperatura de alineamiento del

oligonucledtido, el bajo costo, poco tiempo para la obtencién de resultados, ademas
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de no requerir equipo especializado (Akbari et al., 2018; Qi et al., 2009; Sudisha et
al., 2009; Thangavelu et al., 2009).

La caracterizacion genética de F. mexicanum es esencial para comprender
la biologia y evolucion del patdgeno y asi disefiar una estrategia de manejo eficiente,
con lo cual se busca reducir el impacto de la malformacion sobre la productividad
del mango y la caoba. Utilizando cinco oligoncucledtidos ISSR, los aislados de F.
mexicanum generaron un total de 57 bandas de ADN amplificadas constantemente
con tamafos de 250 a 2800 pb, entre los cuales hubo un promedio de 82.2% de
bandas polimérficas (Cuadro 2). La diversidad genética de F. mexicanum dentro de
las poblaciones fue significativamente mayor (43%), seguido por la variacion entre
mango y caoba (34%), mientras que entre las regiones la variacion fue menor (22%).
En general, se encontré que la diversidad genética de F. mexicanum fue baja,
coincidiendo con un trabajo previo donde se detectaron Unicamente cinco GCV en
los estados de Colima, Jalisco y Michoacan (Betancourt-Resendes et al., 2010;
Gonzalez-Jiménez 2012; Rodriguez-Alvarado et al., 2012). Sin embargo, ha sido
demostrado para otro agente causal de malformacién en mango, F. mangiferae, que
los grupos inferidos mediante GCV e ISSR no se corresponden entre ellos cuando
se analizé la diversidad genética, debido a que aislados agrupados en el mismo
GCV aparecieron en diferente grupo ISSR, y aislados del mismo grupo ISSR se
encontraron en diferentes GCV (Liu et al., 2014).

La baja diversidad encontrada entre los aislados de F. mexicanum en el
presente estudio contrasta con el estudio realizado en F. mangiferae (Liu et al.,

2014), en donde se observé un alto nivel de diversidad genética entre aislados
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obtenidos en dos provincias de China y de dos cultivares de mango, lo cual sugiere
que la alta diversidad puede estar asociada con la deriva génica, mutaciones dentro
de las poblaciones, o como resultado de las estrategias de reproduccion sexual de
la especie (Lima et al., 2009; Liu et al., 2014; Thangavelu et al., 2012).

Sin embargo, la diversidad genética observada en los aislados obtenidos de
mango de Gabriel Zamora fue alta con un 60% de polimorfismos y 0.183 de
heterocigosidad (Cuadro 3). Aunque la reproduccion clonal parece ser comuin en las
muestras analizadas segun el 7d, es posible que la recombinacion sexual se lleve a
cabo en los aislados de malformacion de mango de Gabriel Zamora que presentaron
ambos tipos de compatibilidad sexual (MAT1-1 y MAT1-2, Cuadro 1), siendo la
reproduccion sexual el principal mecanismo que favorece la diversidad genética. Tal
como fue reportado por Lima y colaboradores (2012), en Brasil se encontr6 una alta
variacion genética que correlacion6 con la presencia de ambos idiomorfos MAT.
Empleando ensayos in vitro se determind la presencia de reproduccién sexual y
asexual para F. tupiense, una especie filogenéticamente relacionada a F.
mexicanum y que es causante de malformacién en mango (Lima et al., 2012).

Aqui analizamos por primera vez la diversidad genética de F. mexicanum
mediante ISSR, y reportamos la existencia de una mayor diversidad entre los
aislados provenientes de malformacion de mango con respecto a los obtenidos de
malformacion de caoba en tres localidades de Michoacan, México. Los resultados
obtenidos, resaltan la necesidad de determinar si este patdgeno se esta
reproduciendo sexualmente en estos hospedantes, ya que al menos en mango

parece tener el mecanismo necesario para llevarse a cabo la reproducciéon sexual,
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lo cual tiene implicaciones practicas para el manejo de la enfermedad, dado que los
patdgenos que se recombinan sexualmente tienen mayor éxito adaptativo.
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Cuadro 1. Caracterizacion de aislados de Fusarium mexicanum obtenidos de tejido
malformado de mango y caoba de hoja grande en Michoacén, México.

Aislado? Hospedero? Origen Gen Bank TEF1  Tipo de compatibilidad ~ Genotipo®
MXMIC-710.1 M. indica Nuevo Urecho MH287745 MAT1-1 1
MXMIC-710.2 M. indica Nuevo Urecho - MAT1-1 1
MXMIC-711.1 M. indica Nuevo Urecho - MAT1-1 1
MXMIC-711.2 M. indica Nuevo Urecho - MAT1-1 1
MXMIC-712.1 M. indica Nuevo Urecho MH287746 MAT1-2 3
MXMIC-712.2 M. indica Nuevo Urecho - MAT1-2 3
MXMIC-713.1 M. indica La Huacana MH287747 MAT1-2 3
MXMIC-713.2 M. indica La Huacana - MAT1-2 3
MXMIC-714.1 M. indica La Huacana - MAT1-2 3
MXMIC-714.2 M. indica La Huacana - MAT1-2 3
MXMIC-715.1 M. indica La Huacana MH287748 MAT1-2 9
MXMIC-715.2 M. indica La Huacana - MAT1-2 9
MXMIC-716.1 M. indica Nuevo Urecho - MAT1-1 1
MXMIC-716.2 M. indica Nuevo Urecho - MAT1-1 1
MXMIC-717.1 M. indica Gabriel Zamora - MAT1-1 1
MXMIC-717.2 M. indica Gabriel Zamora - MAT1-1 1
MXMIC-718.1 M. indica Gabriel Zamora MH287749 MAT1-2 2
MXMIC-718.2 M. indica Gabriel Zamora MH287750 MAT1-2 3
MXMIC-719.1 M. indica Gabriel Zamora MH287751 MAT1-2 3
MXMIC-719.2 M. indica Gabriel Zamora MH287752 MAT1-2 4
MXMIC-720.1 M. indica Gabriel Zamora - MAT1-2 3
MXMIC-720.2 M. indica Gabriel Zamora - MAT1-2 3
MXMIC-721.1 M. indica Gabriel Zamora MH287753 MAT1-2 3
MXMIC-721.2 M. indica Gabriel Zamora MH287754 MAT1-2 5
MXMIC-722.1 M. indica Gabriel Zamora - MAT1-2 3
MXMIC-722.2 M. indica Gabriel Zamora MH287755 MAT1-2 6
MXMIC-723.1 M. indica Gabriel Zamora MH287756 MAT1-2 7
MXMIC-723.2 M. indica Gabriel Zamora MH287757 MAT1-2 8
MXMIC-724.1 M. indica Gabriel Zamora - MAT1-2 3
MXMIC-724.2 M. indica Gabriel Zamora MH287758 MAT1-2 8
MXMIC-725.1 M. indica Gabriel Zamora - MAT1-2 3
MXMIC-726.1 M. indica Gabriel Zamora MH287759 MAT1-2 6
MICMW-29.1 S. macrophylla Gabriel Zamora MH287735 MAT1-2 3
MICMW-29.5 S. macrophylla Gabriel Zamora - MAT1-2 3
MICMW-29.9 S. macrophylla Gabriel Zamora - MAT1-2 3
MICMW-29.12 S. macrophylla Gabriel Zamora - MAT1-2 3
MICMW-32.13a S. macrophylla Gabriel Zamora KX870045°¢ MAT1-2 3
MICMW-32.13b S. macrophylla Gabriel Zamora - MAT1-2 3
MICMW-32.14b S. macrophylla Gabriel Zamora - MAT1-2 3
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Cuadro 1. (Continuacion).

Aislado? Hospedero® Origen Gen Bank TEF1 Tipo de compatibilidad Genotipo?
MICMW-35.1 S. macrophylla Gabriel Zamora MH287736 MAT1-2 3
MICMW-37.1 S. macrophylla Gabriel Zamora - MAT1-2 3
MICMW-38.1 S. macrophylla Gabriel Zamora - MAT1-2 3
MICMW-43.1 S. macrophylla Gabriel Zamora - MAT1-2 3
MICMW-43.2 S. macrophylla Gabriel Zamora - MAT1-2 3
MICMW-43.3 S. macrophylla Gabriel Zamora - MAT1-2 3
MICMW-43.4 S. macrophylla Gabriel Zamora MH287737 MAT1-2 3
MICMW-45.1 S. macrophylla Gabriel Zamora - MAT1-2 3
MICMW-45.7 S. macrophylla Gabriel Zamora MH287738 MAT1-2 3
MICMW-45.9 S. macrophylla Gabriel Zamora - MAT1-2 3
MICMW-45.18 S. macrophylla Gabriel Zamora MH287739 MAT1-2 3
MICMW-47.3 S. macrophylla Nuevo Urecho MH287740 MAT1-2 10
MICMW-47.4 S. macrophylla Nuevo Urecho MH287741 MAT1-2 10
MICMW-47.5 S. macrophylla Nuevo Urecho - MAT1-2 10
MICMW-54.1 S. macrophylla Nuevo Urecho MH287742 MAT1-2 3
MICMW-54.2 S. macrophylla Nuevo Urecho - MAT1-2 3
MICMW-60.1 S. macrophylla La Huacana MG838034¢ MAT1-2 3
MICMW-61.2 S. macrophylla La Huacana MH287743 MAT1-2 3
MICMW-63.1 S. macrophylla La Huacana - MAT1-2 3
MICMW-64.1 S. macrophylla La Huacana MH287744 MAT1-2 3
MICMW-65.1 S. macrophylla La Huacana MG838035¢ MAT1-2 3
MICMW-65.2 S. macrophylla La Huacana - MAT1-2 3

aMXMIC y MICMW = Coleccién del Laboratrio de Patologia Vegetal, Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo.

bM. indica = Mangifera indica; S. macrophylla = Swietenia macrophylla.
¢Santillan-Mendoza et al., 2018.

dLos genotipos fueron distinguidos basados en los patrones de bandas idénticos usando el
oligonucleo6tido 891.
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Cuadro 2. Seleccion de oligonucledtidos ISSR utilizados para los analisis de
diversidad genética de F. mexicanum (Liu et al., 2014).

) ] ) Temperatura de Bandas Porcentaje de Rango de
Oligonucledtido Secuencia ) ] - ] )
alineamiento (°C) amplificadas polimorfismos  fragmentos (pb)

808 (AG)sC 52 9 100 500-2000
809 (GA)sA 52 9 77.7 600-2300
812 (CA)sT 50 13 100 400-2500
816 (CA)sG 50 2 - 1500-1900
818 (CA)sG 52 4 - 750-2500
835 (AG)sYC 55 9 33.3 600-2750
847 (CA)sRC 55 2 - 900-1100
851 (GT)sYG 55 5 - 600-3000
855 (AC)eYT 53 0 - -
856 (AC)sYA 53 2 - 1000-1800
880 (GGAGA); 48 3 - 750-1500
881 (GGGGT); 54 2 - 1500-2000
885 BHB(GA), 51 4 - 500-1800
891 HVH(TG)7 50 17 100 250-2800

B=(C,GT);H=ACT);R=(AG);V=AC,G);Y=(C,T).
Negritas indican los oligonucleétidos seleccionados.
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Cuadro 3. Andlisis de diversidad genética entre poblaciones de F. mexicanum
aislados de malformacioén de mango y caoba de hoja grande en Michoacén.

Poblacion No. Bandas

No. Bandas privadas %P h + SE uh + SE
Caoba-La Huacana 40 3 21.05 0.058 + 0.015 0.07 +0.018
Caoba-G. Zamora 37 0 12.28 0.043 + 0.016 0.045 + 0.017
Caoba-Nvo. Urecho 31 0 8.77 0.042 +0.018 0.053 + 0.023
Mango-La Huacana 43 4 17.54 0.060 + 0.018 0.073 + 0.022
Mango-G. Zamora 50 7 59.65 0.17 £ 0.025 0.183 + 0.027
Mango-Nvo.Urecho 41 0 7.02 0.026 + 0.013 0.03 +£0.015

%P= porcentaje de loci polimérficos

h= diversidad=1 - (p"2 + g"2)

Para datos binarios haploides, p= frecuencia de bandas y g= 1-p
uh= diversidad imparcial= (N/(N-1)) * h

SE= error estandar

79



Cuadro 4. Matriz de poblacién por pares de la distancia genética para los aislados
de F. mexicanum obtenidos de malformacion de mango y caoba.

Caoba - Caoba - Caoba - Mango - Mango - Mango - )

La Huacana | G. Zamora? [ N. Urechao® | La Hucana | G. Zamora? | N. Urecho® Poblaciones
0.000 Caoba-La Huacana
0.040 0.000 Caoba-G. Zamora?
0.081 0.069 0.000 Caoba-N. Urechao®
0.166 0.154 0.285 0.000 Mango-La Huacana
0.144 0.156 0.201 0.063 0.000 Mango-G. Zamora?
0.088 0.076 0.197 0.044 0.082 0.000 Mango-N. UrechoP

Los aislados de Mango-La Huacana presentaron las mayores distancias genéticas con respecto a
los aislados de caoba (marcados en rojo, 0.2 en promedio), y los de Mango-Nuevo Urecho
presentaron las menores distancias (marcados en azul, 0.12 en promedio).

aG. Zamora= Gabriel Zamora.

bN. Urecho= Nuevo Urecho.
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Figura 1. Mapa de Michoacan, México, mostrando las areas donde se colectaron
muestras de arboles de mango y caoba de hoja grande con sintomas de

malformacion. Michoacan esta localizado en la region centro occidente de México.
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Figura 2. Arbol de Maxima Verosimilitud inferido con el gen TEF1. El arbol con el
log de verosimilitud mas alto es mostrado (-1003.6457). Los valores bootstrap = 70%
son mostrados arriba de los internodos (basados en 1000 réplicas) y las
probabilidades posteriores >0.7 (basadas en 10,000,000 de generaciones) se
indican por debajo de los internodos. El arbol fue enraizado con Fusarium
mangiferae NRRL 25226. Las secuencias de este estudio se muestran en negritas
y con la nomenclatura MICMW (aislados de caoba) y MXMIC (aislados de mango)
seguido de su numero de coleccién. K2P=Kimura dos Parametros; (T)=cepa

holotipo.
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Figura 3. Patrones ISSR obtenidos con el oligonucleétido 891 para las cepas de F.
mexicanum aisladas de &rboles de mango y de caoba de hoja grande con
malformacion. A, aislados MXMIC-717.1 a MXMIC-726.1 obtenidos de
malformacion de mango en Gabriel Zamora, Michoacéan. B, aislados MXMIC-710.1
a 716.2 obtenidos de malformacién de mango en Nuevo Urecho, Michoacan
(carriles 1 a 8) y en La Huacana, Michoacan (carrieles 9 a 14). C, aislados MICMW-
29.1 a MICMW-45.18 obtenidos de malformacion de caoba en Gabriel Zamora,
Michoacéan. D, aislados MICMW-47.3 a MICMW-65.2 obtenidos de malformacion de
caoba en Nuevo Urecho, Michoacan (carriles 1 a 5) y en La Huacana, Michoacan
(carrieles 6 a 11), carril B=control negativo. En todos los casos, electroforesis en gel

de agarosa al 2%, carriles M=marcador de pesos moleculares 1 Kb.
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Figura 4. Dendograma Neighbor-Joining basado en el coeficiente de similitud de

56|

Nei para los 61 aislados de F. mexicanum obtenidos de malformacion de mango y
caoba de hoja grande. La nomenclatura MICMW corresponde a los aislados de
caoba y la nomenclatura MXMIC a los aislados de mango. (G)=Gabriel Zamora;

(H)=La Huacana; (N)=Nuevo Urecho.
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Conclusiones generales

1.

Se identificaron cinco filoespecies de Fusarium asociados a malformacion de
caoba, los cuales fueron F. mexicanum, F. pseudocircinatum, FIESC 20-d,

FIESC 37-ay FSSC 25-m.

Fusarium mexicanum y F. pseudocircinatum son los agentes causales de la

malformacion en caoba.

La diversidad genética de F. mexicanum dentro de las poblaciones fue
significativamente mayor, seguido por la variacion entre mango y caoba,
mientras que entre las regiones geograficas la variacion fue menor. En
general, se encontr6 que la diversidad genética fue baja. Sin embargo, fue
excepcionalmente alta en las muestras obtenidas de mango de Gabriel

Zamora.

La diversidad genética observada en los aislados obtenidos de mango en
Gabriel Zamora, es dada por la posible recombinacion sexual de F.
mexicanum, debido a que se presentaron ambos tipos de compatibilidad

sexual (MAT1-1y MAT1-2).
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ANEXO |

Protocolos I. Microbiologia

Preparacién de medios de cultivo

Medio liquido papa dextrosa

1.

10.

Se preparé el volumen minimo necesario de medio de cultivo dependiendo
del propdsito del experimento.

Se seleccionaron papas frescas (sin manchas verdes), se lavaron y se
cortaron en rodajas delgadas de 0.5 cm de diametro.

Se peso la cantidad de papa necesaria de acuerdo al volumen de medio que
se prepar6 (Cuadro 1).

Se agregd un volumen de agua destilada igual al volumen total que se
preparo, se pusieron a hervir a fuego lento hasta que estuvieron blandas sin
gue se sobrecosieran.

El caldo de papa se filtr6 con dos capas de manta cielo colocada en un
embudo sobre una probeta.

Se afor6 al volumen deseado y se vacio a un vaso de precipitado.

La dextrosa (glucosa) se adiciond, se agité en un agitador magnético para
disolverla.

Se transfirieron 700 pl de medio a microtubos de 1.5 ml, los cuales se
cerraron bien.

Los microtubos con medio se colocaron en una gradilla y todo se envolvio
con papel aluminio.

Se esterilizé en autoclave a 121°C durante 20 min.
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11. La gradilla con los tubos se transfirié de la autoclave a la campana de flujo
laminar, se dejé enfriar, se revisé que todos los tubos estuvieran cerrados.

12. Los tubos con medio se almacenaron a 4°C hasta su uso.

Cuadro 1. Ingredientes para preparar medio liquido papa dextrosa

Ingrediente Volumen total de medio de cultivo

100 ml 250 ml 1000 ml
Papa fresca 259 62.5¢ 250 g
Dextrosa 249 549 2049

Medio agar papa dextrosa deshidratado (PDA) con PCNB y antibiéticos
1. Generalmente este medio se prepard en volimenes de 250 ml, se pesaron
9.75 g de PDA deshidratado (Bioxon), se vacié en un frasco con tapadera de

rosca y se adicion6 250 ml de agua destilada (Cuadro 2).

2. El medio se disolvié calentando en un horno de microondas.
3. Se esterilizé en autoclave a 121°C durante 20 min.
4. Se transfirio de la autoclave a un bafio de agua a 49°C por aproximadamente

30 min para estabilizar su temperatura.

5. La campana de flujo laminar se asperj6 con alcohol 70%, se encendio el
motor, sobre la cual se coloc6 el material que se uso: cajas de Petri en donde
se vacio el medio de cultivo, un micropipeta de 1000 pl, una caja con puntas
estériles para la micropipeta y tubos con PCNB y Formizina descongelados.
Todo el material que se introdujo a la campana se asperjé previamente con

alcohol 70%.
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6. El frasco con el medio de cultivo se transfirié del bafio de agua a 49°C a la
campana de flujo laminar. Inmediatamente se agregaron al medio el PCNB y

la Formizina (Cuadro 2).

7. El fungicida y antibiotico se mezclaron con el medio sin hacer burbujas.
8. El medio se vacio en cajas Petri de 100x15 mm o 60x15 mm.
9. Después de que el medio gelifico, las cajas de Petri con el medio se colocaron

en bolsas de plastico, se envolvié en papel aluminio y se almacend a 4°C.

Cuadro 2. Ingredientes para preparar medio agar papa dextrosa

Ingrediente  Volumen total de medio de cultivo

250 ml 1,000 ml
PDA 9.75¢ 399
PCNB? 185 pl 740 pl
FormizinaP 250 pl 1 ml

2Penta Cloro Nitro Benceno, fungicida.
b Formizina se consigue en farmacias veterinarias. El producto esta en polvo

y contiene Penicilina 5,000,000 de unidades/20 ml y estreptomicina 6.25 g/20 ml.

Medio agar peptona PCNB (PPA o medio Nash-Snyder) y antibidticos

1. Usualmente se prepararon volimenes de 250 ml de medio.

2. En un vaso de precipitado de 400 ml se adicionaron 230 ml de agua destilada.
El vaso se coloco en un agitador magnético.

3. Se agregaron los ingredientes KH2PO4y MgS0Oa4.7H20 de acuerdo al orden
establecido en el Cuadro 3, y se disolvieron.

4, La solucién se aforé a 250 ml en una probeta.
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10.

11.

12.

13.

Se vacio en un frasco con tapadera de rosca, y se adicioné la peptona y el
agar bacteriologico.

Los ingredientes se disolvieron calentando el medio en un horno de
microondas.

Se esteriliz6 en autoclave a 121°C durante 20 min.

El medio se estabiliz6 en el bafio de agua a 49°C por 30 min.

La campana de flujo laminar y materiales se prepararon como se indico en el
protocolo anterior.

El frasco con el medio de cultivo se transfirié del bafio de agua a 49°C a la
campana de flujo laminar. Inmediatamente se agregaron el PCNB y la
Formizina.

El fungicida y antibiético se mezclaron con el medio sin hacer burbujas.

El medio se vacié en cajas Petri de 100x15 mm o 60x15 mm.

Después de que el medio gelifico, las cajas de Petri con el medio se colocaron
en bolsas de plastico, se envolvieron en papel aluminio y se almacenaron a

4°C.
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Cuadro 3. Ingredientes para preparar medio agar peptona PCNB

Orden para Ingrediente Volumen total de medio de
agregar cultivo
250 ml 1,000 ml
1 KH2PO4 0.25¢ 1g
2 MgS0O4.7H20 0.125¢ 05¢g
3 Peptona de caseina 3.75¢9 159
Bioxon
4 Agar bacterioldgico 50 20 ¢
Bioxon
5 PCNB® 185 pl 740 pl
6 Formizina® 250 pl 1ml

aPenta Cloro Nitro Benceno, fungicida.

bPenicilina 5,000,000 de unidades/20 ml y estreptomicina 6.25 g/20 ml.

Medio SNA (medio sintético bajo en nutrientes, Nirenberg y O’Donnell, 1998)

1.

2.

Usualmente se prepararon volumenes de 250 ml de medio.

En un vaso de precipitado de 400 ml se adicionaron 230 ml de agua destilada.
El vaso se colocé en un agitador magnético.

Se agregaron Yy disolvieron los ingredientes de acuerdo al Cuadro 4, con la
excepcion del agar.

Se afor6 a 250 ml en una probeta.

Se vacié en un frasco con tapadera de rosca y se adiciond el agar
bacteriologico.

Los ingredientes se disolvieron calentando el medio en un horno de

microondas.
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10.

11.

12.

13.

Se esteriliz6 en autoclave a 121°C durante 20 min.

Se estabilizé en el bafio de agua a 49°C por 30 min.

La campana de flujo laminar y materiales se prepararon como se indico en el
protocolo anterior.

El frasco con el medio de cultivo se transfirid del bafio de agua a 49°C a la
campana de flujo laminar.

Se vaci6 en cajas Petri 60x15 mm.

Después de que el medio gelific se colocaron de dos a cuatro cuadritos (5
x 5 mm) de papel filtro Whatman No. 1 estéril en cada caja.

Las cajas de Petri con el medio se colocaron en bolsas de plastico y se

almacenaron a 26°C hasta su uso.

Cuadro 4. Ingredientes para preparar medio SNA

Orden para Ingredientes Volumen total de medio de
agregar cultivo
250 ml 1000 ml
1 KH2PO4 0.25g 1g
2 KNO3 0.25g 1g
3 Kcl 0.125¢g 05¢g
4 MgSO04.7H20 0.125¢g 059
5 Glucosa 0.05¢ 0.2¢
6 Sacarosa 0.05¢ 0.2g
7 Agar bacteriolégico 59 209
Bioxon
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Medio agar agua 2%

1.

2.

Generalmente este medio se prepar6 en volumenes de 250 ml.

Se pesaron 5 g de agar bacteriolégico (Bioxon), se vacio en un frasco con
tapadera de rosca y se adicion6 250 ml de agua destilada.

El medio se disolvi6 calentando en un horno de microondas.

Se esteriliz6 en autoclave a 121°C durante 20 min.

Se transfiri6 de la autoclave a un bafio de agua a 49°C por aproximadamente
30 min para estabilizar su temperatura.

Se vacio en cajas Petri 100x15 mm.

Las cajas Petri con el medio se colocaron en bolsas de plastico y se

almacenaron a 26°C hasta su uso.

Medio agar hojas de clavel 2% (CLA, Fisher et al., 1982)

1.

2.

Generalmente este medio se prepar6 en volumenes de 250 ml.

Se pesaron 5 g de agar bacteriolégico (Bioxon), se vacié en un frasco con
tapadera de rosca y se adicionaron 250 ml de agua destilada.

El medio se disolvié calentando en un horno de microondas.

Se esterilizé en autoclave a 121°C durante 20 min.

Se transfiri6 de la autoclave a un bafio de agua a 49°C por aproximadamente
30 min para estabilizar su temperatura.

Se colocaron en cada caja Petri de cuatro a seis cuadritos (5x5 mm) de hojas

de clavel esterilizadas por rayos gamma.
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7. El medio se vacio en cajas Petri 100x15 mm sobre los trozos de hojas de
clavel.
8. Las cajas Petri con el medio se colocaron en bolsas de plastico y se

almacenaron a 26°C hasta su uso.

Colecta, aislamiento, purificacion y patogenicidad de Fusarium

Colecta de tejido vegetal de caoba con sintomas de malformacion

El follaje de los arboles de caoba de hoja grande se dividié en 4 zonas (norte, sur,
este y oeste) en la parte media del arbol. De cada zona del arbol se colectdé una
muestra de tejido vegetal sintomético de brotes jévenes, de un tamafio aproximado
de 20 cm. Se removieron las hojas no malformadas de la muestra. Las muestras se
colocaron en bolsas de plastico etiquetadas, se transportaron al laboratorio en una

hielera y se almacenaron a 4°C hasta su procesamiento.

Aislamiento de Fusarium a partir de tejido vegetal (directo)
1. Se coloco el tejido vegetal en tubos cénicos de 50 ml etiquetados (los tubos

Nno necesitan estar estériles.

2. Se prepar6 una solucién jabonosa mezclando 0.1% de jabén Roma® en agua
destilada.

3. Se adiciono a cada tubo 20 ml de la solucién jabonosa.

4. Los tubos se agitaron gentilmente por 10 min. Esto removié del tejido vegetal

insectos y polvo.

5. La solucién jabonosa se drend.
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10.

11.

12.

13.

Se agregd agua destilada estéril para remover el jabén de las muestras de
tejido.

Se drend el agua del enjuague.

Se adicion6 una solucion de cloro al 5% a los tubos con las muestras.

Los tubos se agitaron vigorosamente por 1 min y se enjuagaron con agua
destilada esteéril.

El tejido vegetal se secd con toallas de papel estéril utilizando pinzas
estériles.

El tejido se cortd en pequefios explantes de 3-5 mm.

Se colocaron 5 a 6 explantes por cada caja de Petri con medio PDA
suplementado con PCNB y antibiéticos, o en caja Petri con medio PPA
suplementado con PCNB vy antibidticos.

Las cajas con los explantes se incubaron a 25°C bajo luz blanca brillante y

negra continda, por 24 a 48 h.

Aislamiento de Fusarium a partir de tejido vegetal (diluciones)

1.

Se coloco el tejido vegetal en tubos cénicos de 50 ml etiquetados (los tubos
no necesitan estar estériles).

Se prepar6 una solucién jabonosa mezclando 0.1% de jabén Roma® en agua
destilada.

Se adiciono a cada tubo 20 ml de la solucién jabonosa.

Los tubos se agitaron gentilmente por 10 min. Esto removio del tejido vegetal

insectos y polvo.
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10.

11.

12.

13.

14.

La solucién jabonosa se drend.

Se agreg6 agua destilada estéril para remover el jabon de las muestras de
tejido.

Se drend el agua del enjuague.

Se adicion6 una solucion de cloro al 5% a los tubos con las muestras.

Los tubos se agitaron vigorosamente por 1 min y se enjuagaron con agua
destilada esteéril.

El tejido vegetal se secd con toallas de papel estéril utilizando pinzas
estériles.

El tejido se cortd en pequefios explantes de 3-5 mm.

Se colocaron 20-25 explantes en un mortero estéril y se adicioné 10 ml de
agua destilada estéril. Los tejidos se molieron hasta obtener una suspension.
Se inocularon alicuotas de 25 o 50 pl en cajas Petri con PDA suplementado
con PCNB y antibioticos, o en cajas Petri con PPA suplementado con PCNB
y antibiéticos.

Las cajas se incubaron a 25°C bajo luz blanca brillante y negra continta, por

24 a 48 h.

Purificacion de aislados de Fusarium por punta de hifa

1.

Las colonias fungicas emergidas del tejido vegetal que presentaron
crecimiento tipico de Fusarium se transfirieron a cajas Petri con agar agua al

2%.
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2. Los cultivos se incubaron a 25°C bajo luz blanca brillante y negra continua,
por 48 h.

3. Se utiliz6 un microscopio estereoscopico para ubicar hifas que estaban
alejadas de la colonia.

4. Con un bisturi se corté la punta de una hifa seleccionada y se transfirié a una
caja Petri con SNA.

5. De cada muestra se transfiri6 un maximo de 20 colonias.

6. Los cultivos se incubaron a 25°C bajo luz blanca brillante y negra continda,

por 7 a 10 dias.

Caracterizacién cultural de Fusarium
Los aislados de Fusarium se inocularon en cajas Petri 100x15 mm con PDA y se
incubaron en oscuridad a 25°C por 14 dias, para determinar el color, tipo de micelio

y pigmentos producidos en el medio de cultivo.

Caracterizacién morfolégica de Fusarium

Los aislados de Fusarium se inocularon en cajas Petri 100x15 mm con SNA 'y CLA
y se incubaron a 25°C bajo luz blanca y negra por 14 dias. Se hicieron
observaciones de las estructuras reproductivas y del micelio, tales como, tipos de
fidlide, ancho, longitud y nimero de septos de los macro y microconidios, presencia
de hifas enrolladas estériles y de clamidosporas, utilizando un microscopio

compuesto.
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Preparacién del in6culo para pruebas de patogenicidad

1.

Los aislados seleccionados para realizar las pruebas de patogenicidad se
inocularon en seis cajas Petri 100x15mm con SNA utilizando alicuotas de 50
pl de una suspension de conidios.

Los cultivos se incubaron a 25°C bajo luz blanca brillante y negra continua,
por diez dias.

En campana de flujo laminar se adicionaron 12 ml de agua destilada estéril a
una de las seis cajas con cultivos de cada aislado.

Los conidios se desprendieron utilizando una varilla de vidrio estéril.

La suspension de conidios se transfirié de la primera caja a la segunda. Se
repitioé el procedimiento para desprender los conidios de las cajas restantes.
La suspension de conidios se transfirid a un tubo conico de 50 ml.

Se hicieron diluciones 1:100 de la suspension de conidios en microtubos de
500 pl.

Se realizaron conteos de conidios en una camara de Neubauer.

Se ajustd la concentracién de conidios a 4 x 10° células por ml en un volumen

de 50 ml.

Germinacion e inoculacion de plantulas de caoba de hoja grande

1.

2.

3.

Se removio la testa de las semillas de caoba.
Las semillas se colocaron en agua destilada estéril por 6 h.
Las semillas se transfirieron a un recipiente de plastico con toallas de papel

humedecidas con agua destilada estéril (camara humeda).
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4, Catorce dias después de la germinacion de las semillas, las plantulas se
inocularon por inmersién en una suspension de conidios (4 x 10° cels/ml).

5. Se utilizaron diez plantulas por aislado de Fusarium.

6. Las plantulas inoculadas se mantuvieron en la suspension de conidios por a
25°C por 12y 18 h.

7. Las plantulas inoculadas se transfirieron a macetas de 300 ml conteniendo
una mezcla estéril de peat moss:perlita (proporcion 1:1).

8. Las plantulas se mantuvieron en el laboratorio a 25°C con fotoperiodo de 16
h luz/ 8 h oscuridad, por 7 dias.

9. Las plantas se transfirieron al invernadero. Se regaron con una mezcla de
agua destilada y agua de la llave (1:1). No se fertilizaron.

10. Se realizaron observaciones cada 20 dias hasta la aparicion de sintomas.

Reaislamiento de los aislados de Fusarium inoculados en las pruebas de
patogenicidad

Los reaislamientos se realizaron como se describio en el apartado de aislamiento
de Fusarium a partir de tejido malformado. La identificacion de los aislados
obtenidos se hizo mediante andlisis de Secuencias Internas Repetidas Simples
(ISSR), con base en los patrones de bandeo obtenidos con tres oligonucledtidos

para la cepas inoculadas y mediante la amplificaciéon del gen TEF1.
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ANEXO Il

Protocolos Il. Biologia Molecular

Extraccion de ADN gendmico de Fusarium

1.

10.

11.

Microtubos con las cepas de Fusarium se removieron de la coleccién de
hongos a 12°C, se tomo una alicuota de 50 ul suspension de esporas y se
transfirié a un microtubo que contenia 700 pl de medio caldo papa dextrosa.

Los cultivos se incubaron a 25°C por 7 a 10 dias.

El micelio que se generd de cada cepa cultivada se lavéd dos veces con agua
destilada estéril. EI microtubo con el micelio se colocd en una incubadora a

35 — 37°C por toda la noche para deshidratar la mata micelial.

El micelio seco se almacend a -20°C o se molié con Nitrogeno liquido hasta
obtener un polvo fino. El micelio molido se almacend a -20°C o se proceso el

mismo dia.

Para iniciar el proceso de extraccion del ADN gendémico de cada cepa, se
adicionaron a cada microtubo con micelio molido, 500 pl de Buffer de Lisis y
10 pl de SDS 1% (Cuadro 1).

Se agité por 10 seg en vortex a maxima velocidad.
Se adicionaron 10 pl de 2-mercaptoetanol, se mezcld por inversion.
Se incub6 a 65°C por 60 min. Se mezclé por inversién cada 10 min.

Los microtubos e colocaron en una gradilla sobre la mesa por 15 min para

gue se enfriaran.

Se adicionaron 500 pl de una mezcla fria (4°C) de cloroformo:alcohol

isoamilico (24:1).
Se agitd en vortex por 10 seg. Se centrifugd a 10,000 rpm por 8 min.

El sobrenadante se transfirid a un microtubo estéril nuevo etiquetado. Se

utilizé una punta nueva para cada microtubo.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Se adicionaron 5 pl de ARNasa A [20 mg/ml] e incubd a 37°C por 15 min.

Se adicionaron 400 pl de una mezcla fria (4°C) de cloroformo:alcohol

isoamilico (24:1).
Se agit6 en vortex por 10 seg. Se Centrifug6é a 10,000 rpm por 8 min.

El sobrenadante se transfiridé a un microtubo estéril nuevo etiquetado. Se

utilizé una punta nueva para cada tubo.

Se adicionaron 700 pl de isopropanol frio (-20°C). Se mezclé suavemente.
Se incubo a -20°C toda la noche.

Se centrifug6 a 10,000 rpm por 10 min y se descartd el sobrenadante.

Se agregaron 600 pul de EtOH 70% frio (-20°C). Se agité manualmente por 5

min.
Se centrifug6 a 10,000 rpm por 5 min y se descart6 el sobrenadante.
El paso anterior se repitié adicionando 600 ul de EtOH absoluto frio (-20°C).

Los tubos se dejaron abiertos después de drenar el alcohol para que las
pastillas se secaran a temperatura ambiente por 15 min.

La pastilla de ADN se resuspendié en agua grado Biologia Molecular o en
Buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0), precalentados a 65°C. Se
agrego 50 a 100 pl por muestra.

Las muestras de ADN se almacenaron a -20° C.
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Cuadro 1. Buffer de Lisis pH 8.0 para la extraccion de ADN

Orden para  Reactivo Concentracion Cantidad para 200 ml
mezclar
1 CTAB 2% (p/v) 49
2 NacCl 1.4 M 16.36 ¢
3 Trizma 100 mM 2422 g
Base
4 EDTA Naz 20 mM 1.48¢

Modo de preparacion del Buffer de Lisis para la extraccion de ADN

1. Se vaciaron 175 ml de agua destilada en un vaso de precipitado de 250 ml.

2. El vaso de precipitado se coloco en un agitador magnético y se adicionaron

los reactivos en el orden indicado en el Cuadro 1.

3. El CTAB (Bromuro de hexadecil trimetilamonio) se disolvi6 con facilidad
cuando el agua destilada se calenté entre 60 — 70°C y en agitacion. Después

de que el CTAB se disolvid se agregaron los demas compuestos.

4. Una vez que todos los reactivos estaban disueltos, el pH se ajusté a 8.0

adicionando HCI.

5. Se afor6 en una probeta a 200 ml con agua destilada.
6. Se vacio en un frasco de 500 ml etiquetado y se esterilizé a 121°C por 20
min.

Cuantificacion de la concentracion de ADN gendmico utilizando un aparato

Varioskan Flash (Thermo Scientific)

1. El aparato Varioskan Flash y la computadora se encendieron.
2. Se inicio el programa Skant software 2.5
3. Se selecciono la opcién del programa para cuantificar ADN/ARN.
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4. Se limpio la placa del Varioskan Flash con alcohol al 70%, se seco

completamente.

5. Se coloco una gota de 2 pl en cada uno de los 16 pozos de la placa.

6. Se abri6 la puerta de la camara de medicion, se coloco la placa, se cerré la
puerta.

7. Se inici6 la cuantificacion de las concentraciones.

8. Posteriormente, se hicieron diluciones del ADN a 12 ng/ pl para las

reacciones de PCR.

9. No fue necesario realizar una medicién de agua (control o blanco).

Interruptor de
«4——Cubierta deslizable

encendido/apagado t
we del dispensador

C: e —— -
Indicador LED de > 4—————Puerta de la camara

encendido. en uso y error de medicion

s =l
" 4———Cubierta frontal

Placa de medicion para 16 muestras del Varioskan Flash
Soporte del

Varioskan Flash

Reacciones de PCR para amplificar regiones parciales de genes nucleares
Los reactivos que se utilizaron en las reacciones se agregaron en microtubos
especiales para PCR de 200 pl. Inicialmente, se prepard una mezcla que contenia
los reactivos indicados en el Cuadro 2, sin el ADN, en un microtubo de 500 pl. El
volumen total de la mezcla y de los reactivos agregados dependié del nimero de
muestras de ADN que se procesaron (ver Cuadro 2).
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Se hicieron los calculos necesarios para el total de muestras mas el blanco
(sin ADN).

Los microtubos para PCR se etiquetaron con los codigos correspondientes.

Los reactivos se removieron del congelador, se descongelaron, se colocaron

en hielo, se centrifugaron por 7 seg.

La mezcla se preparé en un microtubo de 500 ul, agregando inicialmente el
agua grado Biologia Molecular, los oligonucleétidos y finalmente el master
mix (GoTaq Hot Start Colorless Master Mix, Promega).

Se transfirieron 10 ul de la mezcla a cada uno de los microtubos utilizando la

misma punta porque los tubos estan estériles.

Se adicionaron 3 pul de ADN (12 ng/ul) a cada microtubo utilizando una punta

por muestra.

Los reactivos se mezclaron y se centrifugaron por 7 seg. Los microtubos se

colocaron en el termociclador.

Se selecciond el programa requerido y se iniciaron los ciclos de PCR.

Cuadro 2. Reactivos utilizados en las reacciones de PCR para amplificar

regiones parciales de genes nucleares

Reactivo Cantidad 1X  Cantidad para 10X
Master Mix (Promega) 6.25 pl 62.5 pl
Oligonucleétido Fw 0.0675 pl 0.675 pl
Oligonucleétido Rev 0.0675 ul 0.675 ul
Agua grado Biologia Molecular 3.62 ul 36.2 ul
ADN (12 ng/ul) 3l 3 pl/muestra
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Gen

TEF1

B_

tubulin

RPB2
5

RPB2

Cuadro 3. Oligonucledtidos utilizados para amplificar regiones parciales de

genes nucleares.

Oligonucleotido

EF-1
EF-2

T1
T22

5F2
7cR

7cF
11aR

Tm
°C

57
55

58
65

63
60

52
70

Temperatura
de
hibridacion
55°C

55°C

55°C

52°C

Secuencia

5 ATGGGTAAGGARGACAAGAC'3
5 GGARGTACCAGTSATCATGTT' 3

5 AACATGCGTGAGATTGTAAGT' 3
5 TCTGGATGTTGTTGGGAATCC'3

5" GGGGWGAYCAGAAGAAGGC'3
5" CCCATRGCTTGYTTRCCCAT3

5 ATGGGYAARCAAGCYATGGG'3
5 GCRTGGATCTTRTCRTCSACC'3

Referencia

O’Donnell et al.,
1998.
PNAS 95:2044-
2049.
O’Donnell et al.,
1997.

Mol Phylogen
Evol. 7:103-116.
O’Donnell et al.,
2007.

J Clin Microbiol.
45:2235-2248.
Liu et al., 1999.
Mol Biol Evol.
16:1799-1808.

Figura 1. Temperaturas, tiempos y ciclos utilizados en las reacciones de

PCR para amplificar regiones parciales de genes nucleares.

35 ciclos

94°C | 94°C

2min|1min

72°C | 720

Tm oligo /1.5 min|10 min \\ 4°C

1 min (v 0]

Reacciones de PCR para amplificar Secuencias Internas Repetidas Simples

(ISSR)

El protocolo para hacer las reacciones de PCR es similar al descrito en el apartado

anterior para amplificar genes nucleares, con modificaciones en el nimero de

oligonucledtidos utilizados en cada reaccion y el volumen de agua.
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Cuadro 4. Reactivos utilizados en las reacciones de PCR para amplificar

Secuencias Internas Repetidas Simples (ISSR)

Reactivo Cantidad 1X Cantidad para 10X
Master Mix Promega 6.25 ul 62.5 ul
Oligonucleétido 0.0675 pl 0.675 ul
H20 (grado BM) 3.6875 ul 36.875 ul
ADN (12 ng/ul) 3ul 3 yl/muestra

Cuadro 5. Oligonucleétidos utilizados para amplificar Secuencias Internas

Repetidas Simples (ISSR).

Oligonucleétido  Tm Secuencia Referencia
°C
ISSR-808 52 5" AGAGAGAGAGAGAGAGC’3  Liu etal., 2014. Scientia
ISSR-809 52 5"AGAGAGAGAGAGAGAGG'3  Horticulturae. 165:352—
ISSR-812 50 5" GAGAGAGAGAGAGAGAA'3 356.
ISSR-835 55 5’AGAGAGAGAGAGAGAGYC’'3
ISSR-891 50 5HVHTGTGTGTGTGTGTG'3

Figura 2. Temperaturas, tiempos y ciclos utilizados en las reacciones de

PCR para amplificar Secuencias Internas Repetidas Simples (ISSR).

35 ciclos
94°C | 94°C 72°C | 72°C
2 min ’ 1 min \ Tm oligo /~ 2 min ‘10 min \, 4°C
1 min oe)
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10.

11.

12.

13.

Instrucciones para usar del termociclador Mastercycler gradient

(Eppendorf)

Prender el termociclador. El interruptor esta en la parte trasera del aparato.
En el mena principal, entrar en la segunda opcién, “FILES”.

Se desplegara un menu, seleccionar la cuarta opcién, “New”, aparecera un

recuadro del lado derecho “Edit Unnamed”, comenzar la edicion.

LID=xxx° cambiar a LID=105°, indica la temperatura a la cual permanecera

la tapadera del termociclador durante el PCR.
Bajar con las flechas y presionar el nUmero 1.

T=xxxx° cambiar a T=95°, moverse a la derecha con las flechas sxx:xx:xx

cambiar a 0:02:00. Primer Paso.
Bajar con las flechas y presionar el nimero 1.

T=xxxx° cambiar a T=95°, moverse a la derecha con las flechas sxx:xx:xx

cambiar a 0:01:00. Desnaturalizacién. Segundo Paso.
Bajar con las flechas y presionar el nimero 1.

T=xxxx° cambiar a temperatura de alineamiento de los oligonucleétidos,
ejemplo T=55°, moverse a la derecha con las flechas xx:xx:xx cambiar a

0:01:00. Alineamiento. Tercer Paso.
Bajar con las flechas y presionar el nimero 1.

T=xxxx° cambiar a T=72° (temperatura de funcionamiento de la Taq
Polimerasa), moverse a la derecha con las flechas xx:xx:xx cambiar el
tiempo de acuerdo al tamafio de amplificacion esperado (1 min/1Kb) 0:01:00.

Extensién. Cuarto Paso.

Bajar con las flechas y presionar el nimero 4.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Aparecera la leyenda “GOTO xxx” cambiar por GOTO 2 (lo cual indica ir al
segundo paso), al lado derecho de GOTO aparece “REP xxx” cambiar por el
namero de ciclos necesarios, ejemplo REP 34 (si se desean 35 ciclos).

Quinto Paso.
Bajar con las flechas y presionar el nimero 1.

T=xxxx° cambiar a T=72°, moverse a la derecha con las flechas xx:xx:xx
cambiar el tiempo de extensién final al necesario 0:10:00 (normalmente 10

min). Sexto Paso.
Bajar con las flechas y presionar el nimero 2.

Aparecera la leyenda “HOLD xxx° ENTER” cambiar por HOLD 4.0° ENTER

(para mantener a 4°C). Séptimo Paso.

Finalizar edicién, presionar el boton “EXIT”, preguntara si quieres guardarlo
seleccionar “YES” con boton “ENTER”.

Nombrar el programa, “ProgName:” cambiar letra por letra con el boton “Sel”,

una vez nombrado presionar “ENTER”.

El programa ha sido creado, regresar al menu principal y presionar el botén

“Start/Stop” para comenzar el PCR.

Electroforesis en gel de agarosa

Los geles se prepararon en bandejas apropiadas para las camaras
electroforéticas que se usaron. Las bandejas grandes se colocaron en el
aparato para ensamblaje, mientras que las bandejas pequefas se sellaron
en los extremos con cinta. Las bandejas se nivelaron para que los geles

estuvieran horizontales.

Se peso la cantidad de agarosa de acuerdo a la bandeja que se utilizo, y se
vacié en un frasco con buffer TAE 1X, en el volumen apropiado (Cuadro 7).

No agitar.
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10.

El gel se preparo con buffer TAE 1Xy la electroforesis se realizé con el mismo
buffer. Es conveniente preparar buffer TAE como una solucién concentrada
50X y a partir de esta, preparar TAE 1X, mezclando 40 ml de TAE 50X con
1,960 ml de agua destilada.

La suspension de agarosa y TAE 1X se calenté en un horno de microondas
para disolver la agarosa. Es importante que no queden grumos de agarosa.

Calentar nuevamente si es necesario hasta que se disuelvan.

La solucion de agarosa se enfrio a 40°C aproximadamente, se adiciond
bromuro de etidio a una concentracion final de 5 pg/ml, se mezclé
suavemente para no generar burbujas y se vaci6 en la bandeja.
Inmediatamente se coloco el peine correspondiente. Cuando se prepararon
geles en la bandeja grande no se agregd bromuro de etidio a la agarosa, ya
gue el gel se tifio al final de la electroforesis como se explica en el Cuadro 7.

El gel después de 20 a 30 min gelifico y se coloco la bandeja que lo conteni
en la cAmara de electroforesis, se agregd un poco de TAE 1X sobre el gel,
se retird el peine con cuidado para no romper las paredes de los pocillos en

el gel.

Se adicioné TAE 1X en la camara electroforética hasta que el gel quedé

sumergido 1 a 2 mm.

Cada muestra de ADN que se carg0 en el gel, se mezclé previamente con
0.2 volumenes de buffer de carga 6X. Usualmente, se cargaron en el gel 2 pl
(200 ng/ul) de marcador de pesos moleculares (1kb DNA Ladder, Promega)
y 5 pl de los productos de ADN amplificados por PCR.

En el caso de reacciones de PCR cuyos productos de ADN amplificados se

enviaron a secuenciar, se cargdé el volumen total de la reaccion de PCR.

Se coloco la tapa de la camara electroforética. Se conectaron los cables de

la tapa a la fuente de poder, de acuerdo a su polaridad y color de cable.
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11. La fuente de poder se encendid, se establecieron las condiciones de la
electroforesis a 50 volts por 60 a 120 min, dependiendo de la camara y del

porcentaje de agarosa utilizados (Cuadro 7).

12. Cuando la electroforesis termind, la bandeja con el gel se transfirio a un
Transiluminador con luz UV (302 nm), se encendi6 el Transiluminador y se
tomaron fotografias con una camara digital (Kodak EDAS 290) con tiempos
de exposicion de 0.5 a 1.5 seg. Las fotografias se etiquetan con un cédigo
gue representa el numero de la libreta y el nimero de la pagina donde se

colocara la fotografia del gel.

Cuadro 6. Reactivos usados para preparar Buffer TAE 50X (Tris Acétato-EDTA)
pH 8.5.

Reactivo Concentracion Cantidad Cantidad
para 250 ml paralLl
Trizma Base 40 mM 60.5¢g 242 g
Ac. Acético 20 mM 14.25 ml 57.1 ml
EDTA-Naz 1 mM 9.3¢g 37.2¢

Ajustar pH a 8.5 con Ac. Acético, esterilizar en autoclave por 20 min.
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Cuadro 7. Caracteristicas de las camaras de electroforesis y de los geles de

agarosa que se utilizaron para analizar productos de PCR.

Camara  Numero Cantidad de Cantidad de TAE Bromuro de
de carriles | agarosa [1 %]  agarosa [1.5 %] 1X etidio
(Tiempo) (Tiempo) (20 mg/ml)
Mini 8 0.3g (45min)  0.45 g (60 min) 30 ml 1.5l
Chica 12 0.459g (45 min)  0.675g (60 min) 45 ml 2.5 ul
Mediana 15/20 0.75g (60 min) = 1.1259g (90 min) =~ 75 ml 3.75 ul
Grande 35/40 1.5g(90 min) 2.259g (120 min) 150 ml *

*Después de la electroforesis, los geles se cortan con ayuda de una espatula para
separar el gel superior del inferior, cada gel se sumerge de forma independiente en

una solucion de bromuro de etidio/Agua destilada (1 ul/1 ml) por 15 min.

Cuadro 8. Preparacion del buffer de carga 6X (GLB, Gel Loading Buffer 6X)

Reactivo Concentracion Cantidad Cantidad
para 1 ml para 20 ml
Glicerol 50 % 500 pl 10 mi
EDTA pH 8.0 1 mM 10 ul (0.1 M) 200 pl (0.1 M)
Azul de bromofenol 0.25% 25 ul 500 ul
Xylen cianol 0.25% 25 ul 500 ul
H20 - 440 ul 8.8 ml

Purificacion de los productos de ADN amplificados por PCR (Fig. 3)
1. Se utilizé un kit comercial de la marca Promega, Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System.

2. Hacer electroforesis de los productos de PCR. Paso 1.

3. Cortar las rebanadas del gel que contengan el fragmento de ADN con

bisturi en luz UV (usar bata, guantes y mascara de acrilico). Paso 2.

1. Microtubos de 1.5 ml vacios se pesaron en la balanza, colocar la rebanada
del gel, y pesar nuevamente el microtubo. Paso 2.
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10.

11.

12.

Anadir un volumen de soluciéon de unidon a la membrana.

Incubar a 55 °C por 10 min o hasta que se disuelva el gel, agitar

ocasionalmente. Paso 3.

Marcar tubos de colecta y colocar columnas de purificacion (ambos vienen
con el kit), transferir un maximo de 800 pl a la columna. Incubar 1 min. Paso
4.

Centrifugar a 13,200 rpm por 1 min, descartar la elucion y regresar la columna
al tubo colector. Paso 4.

Adicionar 700 pl de solucion de lavado de membrana, centrifugar a 13,200

rpm por 1 min y descartar fluido. Paso 4.

Repetir el paso de lavado con 500 ul de solucién de lavado de membrana.

Paso 4.
Centrifugar la columna vacia por 1 min a 13,200 rpm. Paso 4.
Transferir la columna a un microtubo estéril de 1.5 ml. Paso 4.

Adicionar de 30 a 50 pl de agua grado biologia molecular. Incubar por 1 min.

Paso 4.

Centrifugar a 13,200 rpm por 1 min, descartar la columna y almacenar la

muestra a 4 °C. Paso 4.

Mandar secuenciar el producto de PCR purificado a Mocrogen Korea.
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Paso 3

Figura 3. Pasos para la purificacion de los productos de ADN amplificados por PCR.
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